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  inglés,	  Contrast	  Transfer	  Function)	  	  DTT	  	   	   Ditiotreitol	  	  EDTA	  	   	   Ácido	  etilén	  diamino	  tetra-­‐acético	  EGTA	  	   	   Ácido	  etilén	  glicol	  tetra-­‐acético	  Et	  al.	  	   	   Y	  otros	  (del	  latín,	  et	  altii)	  FBS	  	   	   Suero	  fetal	  bovino	  (del	  inglés,	  Fetal	  Bovine	  Serum)	  FSC	  	   	   Función	  de	  correlación	  en	  capas	  de	  Fourier	  	  (del	  inglés,	  Fourier	  Shell	  Correlation)	  	  GDP	  	   	   Guanosín-­‐di-­‐fosfato	  GTP	  	   	   Guanosín-­‐tri-­‐fosfato	  HeLa	  	   	   Células	  de	  Henrietta	  Lacks	  de	  cáncer	  de	  cuello	  de	  útero	  IMAC	  	   	   Cromatografía	  de	  afinidad	  con	  metal	  inmovilizado	  (del	  inglés,	  immobilized	  metal	  affinity	  chromatography)	  
 IPTG	  	   	   Isopropil-­‐β-­‐D-­‐1-­‐tiogalactopiranósido	  	  kDa	  	   	   kilodalton	  	  kV	  	   	   kilovoltio 	  	  LB	  	   	   Medio	  de	  cultivo	  Luria	  Bertani	  MES	  	   	   Ácido	  2-­‐(N-­‐morfolino)	  etanosulfónico	  
	  	  
	   x	  
ME	   	   Microscopía	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Summary	  /	  Resumen	  	  	   Microtubules	  are	   cytoskeletal	   elements	  made	  up	  of	  αβ-­‐tubulin	  heterodimers	   that	  provide	  structural	  support	  for	  the	  cell	  and	  play	  important	  roles	  in	  key	  cellular	  processes	  such	   as	   cell	   division,	   cell	   motility	   and	   intracellular	   transport.	   In	   contrast	   to	   other	  cytoskeletal	  components	  (i.e.	  actin),	  the	  α	  and	  β-­‐tubulin	  heterodimer	  biogenesis	  pathway	  involves	  not	  only	  the	  cytosolic	  chaperonin	  CCT	  for	  proper	  folding	  of	  the	  monomer	  but	  also	  a	  number	  of	   tubulin	  binding	   cofactors	   (TBCA-­‐E).	  Upon	  one	  or	   several	   rounds	  of	  ATPase	  dependent	  cycles	  of	  CCT	  activity,	  quasi-­‐native	  monomers	  of	  tubulin	  are	  released	  from	  the	  chaperonin.	   These	   folding	   intermediates	   subsequently	   interact	   with	   cofactors	   in	   a	  stepwise	   process	   that	   generates	   assembled	   competent	   heterodimers.	   Furthermore,	  cofactors	   D	   and	   E	   can	   dissociate	   native	   heterodimers	   and	   might	   also	   regulate	   tubulin	  monomers	   degradation.	   Therefore,	   these	   proteins	   would	   take	   an	   important	   role	   in	   the	  spatial	  and	  temporal	  regulatory	  pathway	  of	  microtubule	  dynamic	  instability.	  	   Previously,	   it	   has	   been	   proposed	   that	   some	   of	   these	   domains	   (i.e.	   Ubl	   domains)	  mediate	  the	  interaction	  between	  different	  cofactors	  and	  those	  cofactors	  with	  tubulin	  in	  a	  regulated	   manner	   that	   determines	   microtubule	   stability	   or	   dynamicity.	   However,	   no	  cofactor-­‐cofactor	  complex	  or	  cofactor-­‐substrate	  complex	  structures	  have	  been	  solved	  up	  to	  now,	  and	   the	   specific	   regions	  of	   interaction	   remain	   to	  be	  mapped.	  Here	  we	  present	  a	  structural	  analysis	  by	  transmission	  electron	  microscopy	  and	  image	  processing	  techniques	  of	  the	  full-­‐length	  TBCE	  protein	  and	  the	  ternary	  α-­‐tubulin:TBCE:TBCB	  (αEB)	  complex.	  	   The	  interpretation	  of	  the	  reconstructed	  electron	  density	  maps	  of	  TBCE	  and	  αEB	  by	  fitting	   the	   already	   known	   atomic	   structures	   of	   several	   domains	   of	   the	   cofactors	   has	  allowed	   us	   to	   elucidate	   the	   protein	   configuration	   inside	   the	   complex	   and	   thus	   the	  interaction	  regions	  that	  mediate	  complex	  formation	  and	  stabilization.	  Finally,	  we	  suggest	  a	  model	  that	  may	  provide	  insights	  into	  the	  molecular	  mechanism	  that	  drives	  the	  αβ-­‐tubulin	  heterodimer	  dissociation.	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1. EL	  CITOESQUELETO	  	  
	  La	  función	  de	  la	  célula	  depende	  en	  gran	  medida	  de	  aspectos	  tales	  como	  su	  organización	  interna	  en	  cada	  momento	  del	  ciclo	  celular,	  de	  la	  forma	  y	  robustez	  física	  necesaria	  en	  la	  interacción	  mecánica	  de	  las	   células	   con	   su	   ambiente,	   de	   la	   capacidad	   de	   locomoción	   y	   del	   transporte	   de	  moléculas	   en	   su	  interior.	  Para	  acometer	  dichas	  funciones,	  tanto	  eucariotas	  como	  bacterias,	  arqueas	  (Yutin	  y	  Koonin,	  2012)	   y	   ciertos	   fagos	   (Kraemer	   et	   al.,	   2012),	   han	   desarrollado	   un	   especializado	   sistema	   de	  andamiaje	  estructural	  de	  naturaleza	  proteica	  y	  polimérica	  denominado	  citoesqueleto.	  Una	  reciente	  hipótesis	  postula	  que	  el	  origen	  del	  citoesqueleto	  en	  términos	  evolutivos	  podría	  estar	  relacionado	  con	  un	   mecanismo	   de	   regulación	   alostérico	   común	   y	   todavía	   existente	   en	   la	   actualidad	   basado	   en	   la	  oligomerización	  o	  polimerización	  enzimática.	  Los	  polímeros	  de	  enzimas	  resultantes	  habrían	  adquirido	  una	  función	  accesoria	  de	  andamiaje	  celular,	  perdiendo	  paulatinamente	  su	  función	  original	  (Barry	  y	  Gital,	   2011).	   El	   aparentemente	   sencillo	   citoesqueleto	   procariota	   sorprende	   por	   su	   diversidad	   en	  composición,	  dinamismo	  y	  plasticidad	  (Michie	  y	  Löwe	  2006;	  Pilhofer	  y	  Jensen,	  2012),	  mientras	  que	  el	  citoesqueleto	  eucariota	  resulta	  mucho	  más	  elaborado	  en	  cuanto	  a	  la	  especialización	  de	  sus	  estructuras	  y	  al	  número	  de	  proteínas	  accesorias	  que	  regulan	  y	  dirigen	  muchas	  de	  las	  diversas	  funciones	  celulares	  que	   desempeñan	   (Wickstead	   y	   Gull,	   2011).	   El	   citoesqueleto	   eucariota	   es	   una	   estructura	   dinámica	  constituida	   fundamentalmente	   por	   tres	   tipos	   de	   filamentos,	   de	   naturaleza	   proteica,	   que	   cooperan	  entre	  sí	  para	  mantener	  la	  integridad	  física	  de	  la	  célula.	  Estos	  son,	  los	  microfilamentos	  de	  actina,	   los	  microtúbulos	   de	   tubulina	   y	   los	   filamentos	   intermedios	   compuestos	   de	   diversas	   proteínas	   fibrosas	  dependiendo	  del	  tipo	  celular.	  Si	  bien	  estos	  filamentos	  actúan	  entre	  ellos	  de	  manera	  cooperativa,	  es	  posible	   definir	   para	   cada	   uno	   de	   ellos	   unas	   funciones	   esenciales	   como	   resistencia	   frente	   al	   estrés	  mecánico	  en	  el	  caso	  de	  los	  filamentos	  intermedios;	  determinar	  la	  posición	  de	  los	  orgánulos,	  formar	  el	  huso	   mitótico	   en	   las	   células	   en	   división	   o	   dirigir	   el	   transporte	   intracelular	   en	   el	   caso	   de	   los	  microtúbulos;	  o	  determinar	  la	  forma	  de	  la	  superficie	  celular	  y	  llevar	  a	  cabo	  la	  locomoción	  celular	  en	  el	  caso	   de	   los	   microfilamentos	   de	   actina.	   En	   términos	   generales	   se	   puede	   decir	   que	   las	   diferencias	  fundamentales	   entre	   cada	   uno	   de	   los	   distintos	   tipos	   de	   filamentos	   vienen	   dadas	   no	   sólo	   por	   la	  estructura	  de	  las	  subunidades	  sino	  también	  por	  sus	  diferentes	  propiedades	  mecánicas	  en	  términos	  de	  resistencia	  frente	  a	  la	  curvatura,	  al	  estrés	  longitudinal	  o	  a	  la	  fuerza	  de	  torsión.	  Además,	  asociadas	  de	  forma	  específica	  a	  estos	  filamentos	  citoesqueléticos	  se	  encuentran	  numerosas	  familias	  de	  proteínas	  con	  diversas	  funciones	  reguladoras	  de	  la	  polimerización,;	  proteínas	  de	  andamiaje	  y	  proteínas	  motoras.	  	  2.	  MICROTÚBULOS	  
	  Los	  microtúbulos	  son	  polímeros	  formados	  por	  heterodímeros	  de	  las	  proteínas	  tubulina	  α	  y	  β,	  ambas	  con	  actividad	  GTPasa.	  Los	  microtúbulos	  constituyen	  estructuras	   fundamentales	  en	  el	  desarrollo	  de	  importantes	   funciones	   celulares	   tales	   como	   el	   mantenimiento	   y	   plasticidad	   de	   la	   morfología	   y	  
INTRODUCCIÓN	  
	   4	  
arquitectura	  celulares,	  dada	  su	  capacidad	  de	  resistir	  grandes	  fuerzas	  compresivas	  (Dogterom	  et	  al.,	  2005);	  el	  correcto	  posicionamiento	  de	  los	  orgánulos	  intracelulares	  y,	  con	  ello,	  el	  establecimiento	  de	  la	  polaridad	  celular;	  el	  transporte	  intracelular,	  dada	  su	  capacidad	  de	  interaccionar	  con	  proteínas	  motor;	  la	   formación	   del	   huso	   mitótico,	   que	   permite	   a	   la	   célula	   acometer	   la	   correcta	   segregación	   de	   los	  cromosomas	  en	  las	  células	  hijas;	  la	  locomoción	  celular,	  y	  la	  formación	  en	  el	  citoplasma	  de	  una	  rígida	  red	  estructural	  a	  la	  cual	  se	  anclan	  los	  microfilamentos	  de	  actina	  y	  sobre	  éstos	  la	  miosina	  para	  crear	  fuerzas	  de	  tensión	  durante	  la	  migración	  celular	  y	  los	  reordenamientos	  de	  la	  membrana	  (Kaverina	  y	  Straube,	  2010).	  	  	  2.1.	  Estructura	  de	  los	  microtúbulos	  
	  Durante	  el	  proceso	  de	  polimerización	  se	  establecen	  una	  serie	  de	  contactos	  entre	  la	  unidad	  estructural	  básica,	  los	  heterodímeros	  de	  tubulina,	  para	  dar	  lugar	  a	  una	  serie	  de	  estructuras	  de	  orden	  superior.	  Por	  una	  parte,	  se	  establecen	  contactos	  longitudinales	  de	  tipo	  “cabeza	  frente	  a	  cola”	  para	  cada	  uno	  de	  los	  dímeros	  de	  tubulina,	  dando	  lugar	  a	  largas	  estructuras	  lineales	  conocidas	  como	  protofilamentos.	  Por	  otra	  parte,	  los	  contactos	  laterales	  entre	  los	  protofilamentos	  adyacentes	  dan	  lugar	  primero	  a	  láminas	  que	   posteriormente	   se	   curvan	   y	   cierran	   a	   modo	   de	   cremallera,	   completando	   de	   esta	   manera	   el	  ensamblaje	  de	  la	  estructura	  tubular	  denominada	  microtúbulo	  (Nogales	  y	  Wang,	  2006)	  .	  	  2.1.1.	  Formación	  de	  los	  protofilamentos	  y	  polaridad	  estructural	  
	  Los	   protofilamentos	   se	   forman	   a	   partir	   de	   la	   interacción	   no	   covalente	   de	   los	   heterodímeros	   de	  tubulina	  αβ	   de	   forma	   ordenada	   y	   lineal	   en	   una	   orientación	   de	   cabeza	   frente	   a	   cola.	   La	   situación	  periódica	  en	  tándem	  de	  los	  heterodímeros	   	  de	  tubulina	   implica	  que	   los	  extremos	  del	  polímero	  son	  distintos,	  el	  extremo	  más	  (+)	   	  deja	  expuestas	   las	  subunidades	  de	  tubulina	  β,	  y	  presenta	  un	  tasa	  de	  crecimiento	  y	  de	  disociación	  mucho	  mayor	  que	  el	  extremo	  opuesto,	  denominado	  extremo	  menos	  	  (-­‐),	  que	  deja	  expuestas	  las	  subunidades	  α	  (Nogales	  et	  al.,	  1999;	  Li	  et	  al.,	  2002a)	  (Figura	  1A).	  Los	  contactos	  longitudinales	  que	  se	  producen	  entre	  los	  dímeros	  de	  tubulina	  durante	  la	  reacción	  de	  	  polimerización	  (Figura	  1B)	  estimulan	  la	  hidrólisis	  del	  GTP	  unido	  a	  la	  subunidad	  β, 	  al	  contactar	  la	  región	  catalítica	  de	  la	  subunidad	  α	  con	  la	  región	  de	  unión	  al	  nucleótido	  de	  la	  subunidad	  β	  del	  heterodímero	  anterior.	  Por	  otra	  parte	  ,	  el	  nucleótido	  unido	  a	  la	  subunidad	  α	  queda	  físicamente	  atrapado	  en	  la	  interfase	  interna	  del	  dímero	  αβ	   y	   no	   se	   hidroliza.	   De	   esta	   forma,	   mientras	   que	   la	   hidrólisis	   del	   GTP	   se	   produce	   muy	  lentamente	  en	  los	  dímeros	  solubles,	  esta	  misma	  reacción	  se	  produce	  mucho	  más	  rápidamente	  una	  vez	  que	  éstos	  se	  van	  incorporado	  a	  los	  filamentos.	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Figura	  1.	  Estructura	  de	  los	  microtúbulos.	  (A)	  El	  microtúbulo	  se	  compone	  generalmente	  de	  13	  protofilamentos	  compuestos	   a	   su	   vez	   de	   heterodímeros	   de	   tubulina	   αβ.	   (B)	   Dichos	   heterodímeros	   interaccionan	   entre	   sí	  longitudinalmente	  a	  través	  de	  extensas	  áreas	  que	  incluyen	  tanto	  interacciones	  hidrófobas	  como	  polares,	  siendo	  éstas	  más	  débiles	  que	  las	  que	  se	  establecen	  dentro	  de	  un	  mismo	  dímero	  de	  tubulina.	  En	  concreto,	  son	  los	  lazos	  T5,	  H6-­‐H7	  y	  T7,	  las	  regiones	  esenciales	  de	  los	  contactos	  longitudinales.	  (C)	  Las	  principales	  regiones	  implicadas	  en	  los	  contactos	  laterales	  incluyen	  una	  serie	  de	  lazos	  específicos	  entre	  los	  que	  destacan	  el	  lazo	  M	  (S7-­‐H9),	  H1-­‐S2	  y	  H2-­‐S3	  de	  ambas	  tubulinas.	  Figura	  A	  adaptada	  de	  Hawkins	  et	  al.,	  2010;	  figuras	  B	  y	  C	  tomadas	  del	  PDB	  1TUB.	  	  2.1.2.	  Unión	  de	  los	  protofilamentos	  para	  la	  formación	  de	  los	  microtúbulos	  	  
	  La	  estructura	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  contiene	  la	  información	  necesaria	  para	  el	  auto-­‐ensamblaje	  de	   los	   protofilamentos	   en	   microtúbulos	   polares	   y	   dinámicos	   (Nogales,	   2001).	   La	   reacción	   de	  ensamblaje	  de	   los	  microtúbulos	  se	  encuentra	  dirigida	  por	  el	  establecimiento	  de	  contactos	   laterales	  entre	   los	   protofilamentos	   (Figura	   1C),	   generalmente	   en	   una	   orientación	   tal	   que	   una	   subunidad	  α	  contacta	  lateralmente	  con	  otra	  subunidad	  α,	  mientras	  que	  una	  β	  hace	  lo	  propio	  con	  otra	  subunidad	  β,	  salvo	   en	   la	   zona	  de	   cremallera	   o	   cierre	   del	  microtúbulo	   donde	   se	   establecen	   contactos	   de	   tipo	  α-­‐
β (Nogales	  et	  al.,	  1999).	  Esta	  disposición	  se	  denomina	  entramado	  de	  tipo	  B,	  en	  contraposición	  a	  otra	  posible	  organización,	  mucho	  menos	  abundante,	  denominada	  entramado	  de	  tipo	  A,	  donde	  todos	  los	  contactos	   laterales	   tienen	   lugar	   entre	   subunidades	   distintas	   (Song	   y	   Mandelkow,	   1993).	   Por	   otra	  parte,	   la	   ordenación	  de	   las	   subunidades	  de	   tubulina	  de	   los	  protofilamentos	   adyacentes	  define	  una	  cresta	  en	  cada	  protofilamento	  que	  recorre	  longitudinalmente	  la	  parte	  externa	  de	  los	  microtúbulos	  y	  que	  está	  compuesta	  por	  las	  hélices	  H11	  y	  H12	  y,	  de	  nuevo,	  el	  lazo	  M	  de	  las	  tubulinas	  α	  y	  β (Nogales	  et	  
al.,	  1999;	  Li	  et	  al.,	  2002a).	  En	  conjunto,	  los	  contactos	  laterales	  confieren	  al	  protofilamento	  una	  elevada	  rigidez	  pero	  al	  mismo	  tiempo	  suficiente	  flexibilidad	  para	  acomodar	  la	  deformación	  lateral	  necesaria	  en	  cada	  caso	  (Sui	  y	  Downing,	  2010).	  	  
	  Tras	  la	  formación	  de	  los	  contactos	  laterales,	  se	  forman	  láminas	  de	  protofilamentos	  que	  se	  curvan	  y	  cierran	   a	  modo	   de	   cremallera	   dando	   lugar	   a	   una	   estructura	   tubular	   y	   helicoidal	   levógira,	   con	   un	  diámetro	  externo	  de	  unos	  250	  Å	  y	  uno	   interno	  de	  170	  Å	  (Figura	  1A).	  La	  geometría	  de	   interacción	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entre	  microtúbulos	  no	   es	   fija,	   pudiendo	   acomodar	   entre	  11	   y	  16	  protofilamentos	   y	  dando	   lugar	   a	  microtúbulos	  de	  diferentes	  diámetros	   cuando	   se	  ensamblan	  en	   condiciones	   in	  vitro	   (Pierson	  et	  al.,	  1978;	  Sui	  y	  Downing,	  2010).	  In	  vivo,	  sin	  embargo,	  la	  mayor	  parte	  de	  los	  microtúbulos	  están	  formados	  por	  13	  protofilamentos,	  lo	  que	  sugiere	  la	  existencia	  de	  un	  mecanismo	  de	  control	  que	  define	  una	  única	  geometría	   (Tilney	   et	  al.,	   1973;	   Sui	  y	  Downing,	   2010).	   La	   formación	  de	   filamentos	   con	   simetría	   13	  probablemente	  resulta	  favorable	  dado	  que	  es	  la	  única	  en	  la	  que	  los	  protofilamentos	  se	  disponen	  de	  forma	   completamente	   lineal	   a	   lo	   largo	  de	   todo	   el	  microtúbulo,	   permitiendo	   a	   las	   proteínas	  motor	  recorrer	  el	  microtúbulo	  siempre	  por	  la	  misma	  cara,	  lo	  que	  podría	  facilitar	  la	  función	  de	  las	  mismas.	  	  2.1.3.	  Estructuras	  celulares	  compuestas	  por	  microtúbulos	  
	  Los	  microtúbulos	   son	   capaces	  de	  asociarse	   entre	   sí	  de	   forma	  que	  desde	   la	   estructura	  más	   simple,	  compuesta	  por	  un	  único	  microtúbulo	  (singlete)	  se	  pueden	  formar	  estructuras	  de	  orden	  superior	  como	  dobletes,	  en	  el	  caso	  de	  los	  cilios	  o	  flagelos	  (Fisch	  y	  Dupuis-­‐Williams,	  2011),	  y	  tripletes.	  Estos	  últimos	  son	   típicos	   de	   estructuras	   celulares	   más	   especializadas	   como	   los	   centros	   organizadores	   de	  microtúbulos	  o	  MTOCs	  (del	  inglés,	  microtubule	  organizing	  center),	  a	  saber	  el	  centrosoma	  en	  las	  células	  animales	   o	   los	   cuerpos	   polares	   del	   huso	   en	   hongos	   (Azimzadeh	   y	   Bornens,	   2007)	   y	   los	   cuerpos	  basales,	   localizados	  en	   la	  base	  de	   los	  cilios	  y	   flagelos	  (Dawe	  et	  al.,	  2007).	  En	   la	  organización	  de	   los	  microtúbulos	   en	   dobletes	   y	   tripletes	   se	   puede	   diferenciar	   un	   túbulo	   A,	   que	   contiene	   los	   trece	  protofilamentos	   típicos	  del	  microtúbulo	  singlete,	  y	   los	   túbulos	  B	  y	  C	   (este	  último	  en	  el	   caso	  de	   los	  tripletes),	   que	   se	   componen	   de	   diez	   protofilamentos.	   Quizás	   la	   característica	  más	   distintiva	   de	   las	  estructuras	  compuestas	  por	  dobletes	  y	  tripletes	  sea	  que	  su	  tasa	  de	  renovación	  es	  varios	  órdenes	  de	  magnitud	  más	   lenta	  que	   la	  de	   los	   singletes	   y,	   por	   lo	   tanto,	   son	   estructuras	   significativamente	  más	  estables	  (Figura	  2).	  	  2.2.	  El	  centrosoma	  y	  la	  nucleación	  de	  los	  microtúbulos	  
	  La	   nucleación	   o	   inicio	   de	   la	   polimerización	   de	   los	   microtúbulos	   puede	   tener	   lugar	   de	   manera	  espontánea	  a	  partir	  de	   los	  heterodímeros	  de	   tubulina,	   si	  bien	  su	  desensamblaje	  se	  encuentra	  muy	  favorecido,	  dando	  lugar	  a	  una	  velocidad	  inicial	  de	  crecimiento	  muy	  lenta.	  Es	  por	  ello	  que	  las	  células	  disponen	  de	  unos	  lugares	  especializados	  en	  la	  nucleación	  de	  los	  microtúbulos	  que	  suelen	  localizarse	  en	   los	  MTOCs.	   Esta	   función	   depende	   del	   acúmulo	   de	   una	   proteína	   homóloga	   a	   tubulina	  α y	  β,	   la	  llamada	  tubulina	  γ,	  que	  se	  organiza	  en	  estructuras	  anulares	  denominadas	  γTuRCs	  (del	  inglés,	  γ-­‐tubulin	  
ring	  complexes),	  junto	  a	  otras	  proteínas	  accesorias	  que	  sirven	  como	  molde	  para	  el	  crecimiento	  de	  los	  microtúbulos	  (Moritz	  et	  al.,	  1995).	  La	  mayoría	  de	  los	  γTuRCs	  se	  encuentran	  libres	  en	  el	  citoplasma	  de	  las	   células	  animales	   (Moudjou	  et	  al.,	   1996)	  aunque	  su	  capacidad	  nucleadora	  parece	   limitarse	  a	   los	  MTOCs	  o	  al	  propio	  huso	  mitótico	  durante	  la	  división	  celular,	  (Kollman	  et	  al.,	  2011).	  El	  mecanismo	  por	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el	  que	  los	  γTuRCs	  llevan	  a	  cabo	  la	  nucleación	  de	  los	  microtúbulos	  resulta	  aún	  controvertido,	  si	  bien	  parece	  implicar	  la	  formación	  de	  contactos	  longitudinales	  entre	  tubulina	  γ	  y	  heterodímeros	  de	  tubulina	  
αβ	  (Kollman	  et	  al.,	  2011).	  
	  
Figura	  2.	  Estructuras	  microtubulares.	  (A)	  Organización	  de	  microtúbulos	  en	  singletes	  (13	  protofilamentos	  en	  un	  único	  túbulo	  A),	  dobletes	  (13+10	  protofilamentos	  en	  los	  túbulos	  A	  y	  B	  respectivamente)	  y	  tripletes	  (13+10+10	  protofilamentos	  en	  los	  túbulos	  A,	  B	  y	  C	  respectivamente).	  	  (B)	  Imagen	  de	  microscopía	  electrónica	  de	  barrido	  en	  el	  que	  se	  muestran	  cilios	  móviles	  del	  oviducto	  humano	  junto	  a	  una	  célula	  central	  con	  un	  cilio	  primario	  (izquierda).	  El	  axonema	  de	   los	  cilios	  móviles	  se	  compone	  de	  9	  dobletes	  de	  microtúbulos	   junto	  a	  un	  doblete	  central	  (9+0)	  (sección	   transversal	  de	  un	  cilio	  móvil	  a	   la	  derecha),	  mientras	  que	  el	   cilio	  primario	  carece	  del	  doblete	  central.	  Figura	  adaptada	  de	  Satir	  y	  Christensen,	  2007.	  (C)	  Imagen	  de	  microscopía	  electrónica	  de	  transmisión	  del	  centriolo	  maduro	  del	  centrosoma	  (izquierda).	  La	  flecha	  marca	  el	  corte	  transversal	  en	  la	  región	  proximal	  de	  la	  estructura	  que	  se	  muestra	  a	  la	  derecha,	  donde	  se	  observan	  nueve	  tripletes	  de	  microtúbulos.	  Adaptada	  de	  Gönzy,	  2012.	  	  2.3.	  Dinámica	  de	  los	  microtúbulos	  
	  Se	   pueden	   distinguir	   dos	   poblaciones	   de	   microtúbulos	   celulares	   en	   función	   de	   sus	   propiedades	  dinámicas.	  Por	  una	  parte	  destacan	  los	  microtúbulos	  estables,	  de	  vida	  larga,	  como	  los	  que	  forman	  parte	  de	  los	  cilios	  o	  los	  axones	  neuronales;	  y,	  por	  otra,	  los	  microtúbulos	  inestables,	  de	  vida	  corta,	  que	  forman	  parte	   de	   estructuras	   transitorias	   tales	   como	   el	   huso	   mitótico.	   Los	   dos	   principales	   mecanismos	  dinámicos	  de	   los	  microtúbulos	   se	   conocen	  como	  recambio	   rotatorio	  o	   treadmilling,	   e	   inestabilidad	  dinámica	  (Gierke	  et	  al.,	  2010).	  Ambos	  estados	  de	  equilibrio	  se	  encuentran	  relacionados	  in	  vivo,	  lo	  que	  permite	   a	   las	   células	   mantener	   el	   mismo	   contenido	   en	   microtúbulos	   pero	   con	   un	   intercambio	  constante	  de	  los	  heterodímeros	  de	  tubulina.	  La	  importancia	  relativa	  de	  uno	  u	  otro	  fenómeno	  	  en	  un	  determinado	  momento	  del	  ciclo	  celular	  o	  para	  un	  tipo	  celular	  concreto	  dependerá	  en	  última	  instancia	  de	  la	  interacción	  de	  los	  microtúbulos	  con	  diversos	  factores	  celulares	  (Nogales,	  2001).	  
	  El	   modelo	   de	   intercambio	   rotatorio	   se	   propuso	   originalmente	   para	   explicar	   el	   comportamiento	  dinámico	  de	  los	  microfilamentos	  y	  microtúbulos	  observado	  in	  vitro	  (Kirschner,	  1980),	  aunque	  hoy	  se	  le	   atribuye	   cierta	   relevancia	   en	   el	   contexto	   celular.	   Se	   trata	   de	   un	   estado	   dependiente	   de	   la	  concentración	  de	  monómeros	  de	  tubulina	   libres	  donde	  se	  equipara	   la	  tasa	  de	  crecimiento	  neto	  del	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filamento	   con	   su	   desensamblaje,	   de	   forma	   que	   la	   longitud	   del	   filamento	   se	   mantiene	   constante	  mientras	  éste	  avanza	  en	  el	  sentido	  de	  su	  extremo	  +	  (Figura	  3A).	  
	  Por	   su	  parte,	   el	   fenómeno	  de	   inestabilidad	  dinámica	   se	  describió	  por	  primera	   vez	   en	   estudios	  del	  reensamblaje	  de	  los	  microtúbulos	  in	  vitro	  (Mitchison	  y	  Kirschner,	  1984),	  y	  está	  basado	  en	  la	  hipótesis	  denominada	  capa	  de	  GTP	  (o	  en	  inglés,	  GTP	  cap),	  y	  da	  cuenta	  de	  la	  sucesión	  rápida	  y	  repentina	  entre	  fases	  de	  crecimiento	  y	  despolimerización	  de	  los	  microtúbulos	  (Walker	  et	  al.,	  1988;	  Kerssemakers	  et	  
al.,	   2006)	   (Figura	   3B).	   La	   presencia	   de	   al	   menos	   una	   capa	   de	   heterodímeros	   de	   tubulina	   con	   la	  subunidad	  β	  unida	  a	  GTP	  resulta	  esencial	  en	  el	  mantenimiento	  de	  la	  estabilidad	  del	  microtúbulo.	  La	  hidrólisis	  del	  nucleótido	  introduce	  cambios	  conformacionales	  en	  los	  heterodímeros	  de	  tubulina	  que	  implican	  un	   incremento	   en	   el	   ángulo	  de	   inclinación	   en	   la	   interfase	   interna	  de	  dicho	  heterodímero	  (Figuras	   3C	   y	   D),	   lo	   que	   afecta	   en	   última	   instancia	   a	   los	   contactos	   longitudinales	   y	   laterales	   del	  entramado	   de	   protofilamentos	   (Ravelli	   et	   al.,	   2004)	   y	   favorece	   su	   inclinación	   y	   separación.	   Sin	  embargo,	   en	   el	   cuerpo	   de	   los	   microtúbulos	   ya	   polimerizados,	   las	   subunidades	   que	   contienen	   el	  nucleósido	   GDP	   se	   mantienen	   rectas	   en	   una	   conformación	   tipo	   GTP	   debido	   a	   las	   imposiciones	  estructurales	  del	  polímero	  (Melki	  et	  al.,	  1989),	  lo	  que	  acarrea	  una	  acumulación	  de	  la	  energía	  liberada	  tras	  la	  hidrólisis	  del	  GTP	  en	  el	  entramado	  del	  microtúbulo	  (Caplow	  et	  al.,	  1994).	  Cuando	  acontece	  la	  pérdida	  de	  la	  capa	  de	  GTP,	  desaparecen	  de	  las	  imposiciones	  estructurales	  del	  entramado	  y	  tiene	  lugar	  un	   cambio	   repentino	   de	   los	   dímeros	   de	   tubulina	   hacia	   la	   conformación	   curva	   de	  mínima	   energía,	  produciéndose	  un	  debilitamiento	  de	  los	  contactos	  laterales	  en	  uno	  de	  los	  extremos	  del	  microtúbulo	  y	  la	   consecuente	   despolimerización	   del	   mismo	   (Nogales	   y	   Wang,	   2006b).	   Sin	   embargo,	   pese	   a	   las	  pruebas	  que	  apoyan	  el	  modelo	  de	  la	  capa	  de	  GTP	  (Howard	  et	  al.,	  1986;	  Mandelkow	  et	  al.,	  1991),	  éste	  es	  materia	  de	  controversia	  debido	  fundamentalmente	  a	  que	  se	  ha	  observado	  que	  los	  protofilamentos	  en	  solución,	  tanto	  unidos	  a	  GTP	  como	  a	  GDP,	  presentan	  una	  conformación	  curva	  muy	  similar	  (Jánosi	  et	  
al.,	  1998;	  Grafmüller	  y	  Voth,	  2011;	  Nawrotek	  et	  al.,	  2011).	  	  	  2.4.	  Regulación	  de	  la	  estabilidad	  de	  los	  microtúbulos	  
	  La	  regulación	  espacio-­‐temporal	  de	  la	  dinámica	  de	  los	  microtúbulos	  es	  un	  parámetro	  clave	  en	  muchos	  procesos	   celulares	   y,	   de	   hecho,	   es	   específico	   del	   tipo	   celular	   (Shelden	   y	  Wadsworth,	   1993).	   Esta	  regulación	  tiene	  lugar,	  por	  una	  parte,	  a	  través	  de	  un	  mecanismo	  relacionado	  con	  la	  propia	  naturaleza	  y	  formación	  del	  microtúbulo,	   basada	  en	   las	  diferencias	   en	   la	   composición	   isotípica	  de	   la	   tubulina,	   el	  proceso	  de	  plegamiento	  y	  formación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina,	  la	  nucleación	  de	  los	  microtúbulos	  en	   los	   MTOCs	   (Kollman	   et	   al.,	   2011)	   o	   a	   través	   de	   las	   modificaciones	   postraduccionales	   de	   las	  subunidades	  de	  tubulina	  (Nogales,	  2001).	   	  Por	  otra	  parte,	  existe	  también	  un	  control	  derivado	  de	  la	  interacción	  de	   los	  microtúbulos	   con	  un	  gran	  número	  de	  proteínas	  accesorias	   (van	  der	  Vaart	  et	  al.,	  2009),	  así	  como	  con	  otras	  estructuras	  intracelulares	  (Dogterom	  et	  al.,	  2005).	  Además,	  existe	  una	  gran	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variedad	  de	  compuestos	  químicos	  que	  pueden	  afectar	  la	  dinámica	  de	  los	  microtúbulos,	  	  algunos	  de	  los	  cuales	  se	  han	  empleado	  en	  la	  terapia	  química	  contra	  el	  cáncer	  (Amos,	  2011;	  Prota	  et	  al.,	  2013).	  	  
	  
	  
Figura	   3.	  Dinámica	   de	   los	  microtúbulos.	   (A)	  El	  recambio	  rotatorio	   tiene	   lugar	  cuando	   la	  concentración	  de	  monómeros	  de	  tubulina	  libre	  es	  tal	  que	  se	  produce	  la	  adición	  de	  subunidades	  de	  tubulina	  en	  el	  extremo	  +	  de	  los	  microtúbulos	  al	  mismo	  tiempo	  y	  con	  la	  misma	  tasa	  que	  se	  pierden	  en	  el	  extremo	  menos.	  (B)	  La	  transición	  entre	  la	  fase	   de	   polimerización	   y	   despolimerización	   de	   los	  microtúbulos	   (catástrofe)	   puede	   verse	   revertida	   de	   forma	  repentina	  cuando	  la	  velocidad	  de	  crecimiento	  se	  restaura	  por	  encima	  de	  la	  velocidad	  de	  hidrólisis	  y	  se	  pasa	  a	  un	  estado	  de	  crecimiento	  (rescate).	  La	  alternancia	  de	  estos	  estados	  da	  cuenta	  de	  la	  inestabilidad	  dinámica	  celular.	  (C)	  Los	  dímeros	  de	  tubulina	  unidos	  a	  GTP	  presentan	  una	  conformación	  recta	  (izquierda)	  y	  su	  auto-­‐ensamblaje	  da	  lugar	  a	  los	  protofilamentos	  que	  se	  ensamblan	  en	  láminas	  precursoras	  de	  los	  microtúbulos	  (centro),	  tal	  y	  como	  se	  puede	  observar	  mediante	  microscopía	  electrónica	  de	  transmisión	  (derecha).	  (D)	  La	  hidrólisis	  del	  GTP	  en	  tubulina	  
β	  introduce	  un	  pequeño	  aumento	  en	  el	  ángulo	  de	  inclinación	  en	  la	  interfase	  interna	  del	  dímero	  (izquierda).	  Esta	  tensión	  generada	  por	  la	  hidrólisis	  del	  GTP	  junto	  al	  hecho	  de	  que	  los	  contactos	  longitudinales	  son	  notablemente	  más	  fuertes	  que	  los	  laterales,	  generan	  estructuras	  en	  forma	  de	  peladuras	  en	  el	  extremo	  en	  despolimerización	  de	  los	   microtúbulos	   (centro)	   como	   se	   puede	   observar	   en	   imágenes	   de	   microscopía	   electrónica	   de	   transmisión	  (derecha).	  Figuras	  A	  y	  B	  adaptadas	  de	  Conde	   y	   Cáceres,	   2009;	   figuras	  C	  y	  D	  de	  Nogales	   y	  Wang,	   2006	   y	  Mandelkow	  et	  al.,	  1991.	  	  	  3.	  TUBULINA	  
	  3.1.	  Superfamilia	  de	  tubulinas	  
	  Las	  primeras	  tubulinas	  en	  ser	  descubiertas	  y	  estudiadas	  fueron	  tubulina	  α	  y	  β,	  aunque	  en	  la	  actualidad	  se	  han	  identificado	  hasta	  ocho	  ramas	  del	  árbol	  filogenético	  que	  presenta	  la	  superfamilia	  de	  tubulinas	  (McKean	  et	  al.,	  2001;	  Dutcher,	  2003).	  Dicha	  superfamilia	  engloba	  no	  sólo	  a	  proteínas	  eucariotas	  sino	  también	  a	  una	  serie	  de	  homólogos	  procariotas	  que	  comparten	  una	  serie	  de	  rasgos	  comunes,	  entre	  los	  que	  destacan	  la	  capacidad	  de	  unir	  e	  hidrolizar	  el	  nucleótido	  GTP	  y	  su	  capacidad	  de	  polimerizar	  a	  modo	  de	  largos	  filamentos	  (Nogales	  et	  al.,	  1998a;	  Inclán	  y	  Nogales,	  2000).	  	  
	  Más	   alejadas	   evolutivamente	   de	   las	   tubulinas	   eucariotas	   se	   encuentran	   unas	   proteínas	  citoesqueléticas	  procariotas,	  entre	   las	  que	  destaca	  FtsZ	  (del	   inglés	   filamenting	  temperature	  sensitive	  
mutant	  Z)	  (de	  Boer	  et	  al.,	  1992;	  Margolin,	  2000)	  que	  está	  implicada	  en	  la	  división	  celular	  al	  polimerizar	  y	  formar	  el	  anillo	  Z	  contráctil.	  También	  en	  bacterias,	  concretamente	  en	  Prosthecobacter	  dejongeii,	  se	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han	   identificado	   dos	   proteínas,	   denominadas	   BtubA	   y	   BtubB	   (del	   inglés	   bacterial	   tubulin	   A	   y	   B	  respectivamente)	   (Jenkins	   et	   al.,	   2002),	   que	   presentan	   un	   elevado	   nivel	   de	   conservación	   en	   su	  secuencia	  y	  estructura	  respecto	  a	   las	   tubulinas	  eucariotas	  α y	  β 	   respectivamente,	  por	   lo	  que	  se	  ha	  sugerido	  un	  proceso	  de	  transferencia	  horizontal	  de	  genes	  como	  origen	  de	  las	  mismas	  (Schlieper	  et	  al.,	  2005).	  En	  el	  caso	  de	  arqueas,	  un	  reciente	  estudio	  bioinformático	  ha	  sugerido	   la	  existencia	  de	  unas	  proteínas,	  denominadas	  tentativamente	  artubulinas,	  en	  dos	  especies	  del	  género	  Nitrosoarchaeum	  del	  filo	   Thaumarchaeota	   (Yutin	   y	   Koonin,	   2012),	   y	   que	   podrían	   representar	   un	   	   grupo	   de	   tubulinas	  ancestrales	  anteriores	  a	  la	  diversificación	  de	  las	  tubulinas	  eucariotas.	  Finalmente,	  se	  ha	  descrito	  una	  nueva	  familia	  de	  tubulinas	  en	  bacteriófagos,	  denominada	  PhuZ	  (del	  inglés,	  phage	  tubulin/FtsZ)	  cuyos	  filamentos	  se	  organizan	  en	  el	  interior	  de	  la	  bacteria	  huésped	  y	  facilitan	  el	  empaquetamiento	  del	  ADN	  del	  fago	  en	  el	   interior	  de	  su	  cápsida	  y	  su	  posterior	  liberación	  al	  medio	  extracelular	  (Kraemer	  et	  al.,	  2012)	  (Figura	  4).	  	  
	  Dentro	  de	   la	   familia	  de	   tubulinas	  eucariotas	  se	  han	  definido	  hasta	   la	  actualidad	  diez	  subfamilias,	  a	  saber	  α,	  β,	  δ, ε, γ,	  η,	  ζ,	  ι,	  θ y	  κ,	  en	  función	  del	  orden	  en	  que	  fueron	  descritas	  (Vaughan	  	  et	  al.,	  2000;	  Chang	  y	  Stearns,	  2000;	  Dutcher,	  2003;	  Libusová	  y	  Dráber,	  2006)	  (Figura	  4).  Entre	  estas,	  destaca	  tubulina	  γ,	  descrita	  por	  primera	  vez	  en	  el	  hongo	  Aspergillus	  (Oakley	  y	  Oakley,	  1989),	  que	  presenta	  una	  gran	  semejanza	  estructural	  con	  respecto	  a	  las	  tubulinas	  α (Aldaz	  et	  al.,	  2005)	  y	  β	  (Inclán	  y	  Nogales,	  2000)	  y,	  en	  concreto,	  conserva	  los	  residuos	  implicados	  en	  los	  contactos	  longitudinales	  y	  laterales	  en	  relación	  a	   su	   implicación	  en	   los	  mecanismos	  de	  nucleación	  de	   los	  microtúbulos	   (Inclán	  y	  Nogales,	  2000).	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	   4.	   Árbol	   filogenético	   de	   la	  
superfamilia	   de	   tubulinas.	   FtsZ	   se	  encuentra	  en	  la	  base	  del	  árbol	  y,	  pese	  a	  que	  presenta	   una	   modesta	   identidad	   de	  secuencia	   con	   las	   tubulinas	   eucariotas,	  dicha	   identidad	   tiene	   lugar	   en	   residuos	  muy	   significativos	   en	   la	   estructura	   y	  función	  de	  las	  tubulinas.	  La	  siguiente	  rama	  en	   diversificarse	   de	   las	   tubulinas	  eucariotas	   la	   constituyen	   las	   artubulinas	  del	  género	  Nitrosoarchaeum.	  Dentro	  de	  las	  tubulinas	   eucariotas	   se	   muestran	   algunas	  de	   las	   distintas	   tubulinas	   identificadas	  hasta	   la	   fecha	  (α,	  β,	  δ, ε, γ,	  η,	  ζ	  e	   ι)	  y,	  muy	  próximas	  a	  las	  tubulinas	  α	  y	  β,	  las	  tubulinas	  bacterianas	  BtubA	  y	  BtubB,	  probablemente	  resultado	   de	   una	   transferencia	   horizontal	  de	  genes	  (Yutin	  y	  Koonin,	  2012).	  
INTRODUCCIÓN	  
	   11	  
	  3.2.	  Estructura	  de	  las	  tubulinas	  α	  y	  β	  
	  Los	  monómeros	  de	  tubulina	  α	  y	  β	  son	  proteínas	  de	  masa	  semejante,	  50	  kDa	  aproximadamente,	  que	  presentan	   estructuras	   prácticamente	   idénticas,	   con	   una	   forma	   globular	   compacta	   de	  aproximadamente 46	  x	  40	  x	  65	  Å,	  compuesta	  por	  dos	  regiones	  de	  láminas	  β	  de	  seis	  y	  cuatro	  láminas	  paralelas	  y	  antiparalelas	  respectivamente,	  rodeadas	  en	  conjunto	  por	  doce	  hélices	  α.	  Aunque	  a	  partir	  de	   los	   mapas	   no	   es	   evidente	   la	   división	   de	   la	   estructura	   de	   la	   proteína	   en	   diferentes	   dominios,	  teniendo	   en	   cuenta	   la	   función	   de	   cada	   región	   se	   han	   podido	   definir	   típicamente	   tres	   dominios	  funcionales	  (Nogales	  et	  al.,	  1998b).	  De	  esta	  manera	  se	  distingue	  un	  dominio	  amino	  terminal	  implicado	  en	  la	  unión	  e	  hidrólisis	  del	  nucleótido,	  que	  en	  la	  tubulina	  α	  se	  define	  como	  sitio	  N	  (del	   inglés,	  non-­‐
exchangeable,	   ya	   que	   el	   GTP	   unido	   no	   se	   hidroliza)	   y	   en	   la	   tubulina	   β	   como	   sitio	   E	   (del	   inglés,	  
exchangeable,	  ya	  que	  el	  GTP	  unido	  si	  se	  hidroliza	  en	  este	  caso).	  Por	  su	  parte,	  el	  dominio	  intermedio	  está	  implicado	  en	  los	  contactos	  laterales	  y	  longitudinales	  que	  se	  establecen	  entre	  los	  monómeros,	  así	  como	   en	   la	   hidrólisis	   del	   nucleótido,	   considerándose	   la	   región	   catalítica	   de	   la	  molécula	   (Downing,	  2000).	  
	  
Figura	  5.	  La	  estructura	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  se	  determinó	  mediante	  cristalografía	  electrónica	  (Nogales	  et	  al.,	  1998b;	  Lowe	  et	  al.,	  2001)	  y	  cristalografía	  de	  rayos	  X	  (Ravelli	  et	  al.,	  2004).	  (A)	  Diferenciación	  de	  los	  dominios	  amino	  terminal	  (verde),	  intermedio	  (naranja)	  y	  carboxilo	  terminal	  (azul)	  de	  ambos	  monómeros	  de	  tubulina.	  (B)	  En	  el	  monómero	  de	  tubulina	  β	  se	  muestran	  las	  láminas	  β	  de	  la	  estructura,	  mientras	  que	  en	  tubulina	  
α	   se	  muestran	   las	   hélices	  α.	   El	   dominio	   amino	   terminal	   comprende	   cinco	   hélices	  α	   (H1-­‐H5),	   seis	   láminas	  β	  paralelas	  (L1-­‐L6)	  y	  siete	  lazos;	  el	  dominio	  intermedio	  conecta	  con	  el	  amino	  terminal	  a	  través	  de	  la	  hélice	  H7	  y	  está	  compuesto	  por	  tres	  láminas	  β	  antiparalelas	  (L7-­‐L10)	  flanqueadas	  por	  seis	  hélices	  α	  (H6-­‐H10);	  y	  finalmente	  el	  extremo	  carboxilo	  terminal	  presenta	  dos	  hélices	  α	  largas	  que	  definen	  la	  cresta	  externa	  de	  los	  microtúbulos	  y	  el	  extremo	  ácido	  desestructurado	  de	  interacción	  con	  las	  MAPs	  (C).	  (D)	  Tanto	  tubulina	  α	  como	  β	  sufren	  numerosas	  modificaciones	   postraduccionales	   como	   destirosinación	   (Argarana	   et	   al.,	   1978),	   acetilación	   (L´Hernault	   y	  Rosenbaum,	  1985),	  fosforilación	  (Eipper,	  1972),	  poliglutamilación	  (Eddé	  et	  al.,	  1990),	  poliglicilación	  (Redeker	  et	  
al.,	  1994)	  y	  palmitoilación	  (Caron,	  1997)	  (figuras	  C	  y	  D	  adaptadas	  de	  Hammond	  et	  al.,	  (2010)	  y	  de	  Janke	  y	  Bulinski	  (2012),	  respectivamente).	  	  En	   el	   caso	   de	   tubulina	  β,	   este	   dominio	   conforma	   el	   bolsillo	   de	   unión	   a	   la	   droga	   estabilizadora	   de	  microtúbulos	   denominada	   taxol.	   Por	   último,	   en	   el	   dominio	   carboxilo	   terminal	   se	   define	   una	   zona	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naturalmente	   desestructurada	   (Jiménez	   et	   al.,	   1999),	   de	   carga	   negativa,	   que	   incluye	   los	   quince	  aminoácidos	  finales	  y	  que	  resulta	  de	  especial	  importancia	  en	  la	  interacción	  con	  las	  MAPs	  (Nogales	  et	  
al.,	  1998b)	  y	  en	  la	  conformación	  del	  propio	  dímero	  de	  tubulina	  (Freedman	  et	  al.,	  2011).	  Además,	  se	  puede	   destacar	   el	   lazo	  M	   (L7-­‐H9)	   (Figura	   5)	   por	   su	   importancia	   en	   los	   contactos	   laterales	   de	   los	  protofilamentos,	  en	  la	  interacción	  con	  numerosas	  proteínas,	  y	  por	  ser	  una	  de	  las	  principales	  dianas	  de	  actuación	  de	  compuestos	  que	  afectan	  a	  la	  dinámica	  de	  los	  microtúbulos(Nogales	  et	  al.,	  1999).	  	  3.3.	  Diversidad	  en	  tubulina	  α	  y	  β	  	  La	  existencia	  de	  diversos	  isotipos	  y	  la	  gran	  variedad	  de	  modificaciones	  postraduccionales	  en	  tubulina	  
α	  y β	  permiten	  a	  los	  microtúbulos	  desempeñar	  una	  gran	  diversidad	  de	  funciones	  celulares	  específicas,	  pese	  a	  estar	  compuestos	  únicamente	  de	  heterodímeros	  de	   tubulina	  αβ.	  Así	  pues,	  mientras	  que	   los	  organismos	  unicelulares	  tienden	  a	  tener	  sólo	  uno	  o	  dos	  genes	  para	  la	  expresión	  de	  tubulinas	  α	  y	  β,	  en	  vertebrados	  existen	  al	  menos	  diez	  genes	  para	  cada	  tipo	  de	  tubulina	  (Janke	  y	  Bulinski,	  2012),	  cuyos	  productos	  se	  diferencian	  fundamentalmente	  en	  su	  extremo	  carboxilo	  terminal	  (Sullivan	  et	  al.,	  1986).	  Se	  ha	  propuesto	  que	  los	  	  distintos	  isotipos	  de	  tubulina	  permiten	  una	  optimización	  de	  la	  función	  de	  los	  microtúbulos	  en	  células	  u	  orgánulos	  especializados	  y	  dan	  lugar	  a	  una	  respuesta	  diferencial	  frente	  al	  tratamiento	  con	  drogas	  anticancerígenas	  como	  el	  taxol	  (Derry	  et	  al.,	  1997;	  Ranganathan	  et	  al.,	  1998).	  
	  Por	  otra	  parte,	  se	  ha	  comprobado	  como	  tanto	  tubulina	  α	  como	  β	  sufren	  numerosas	  modificaciones	  postraduccionales,	  la	  mayoría	  de	  ellas	  sobre	  el	  extremo	  ácido	  carboxilo	  terminal	  (Nogales	  et	  al.,	  1999)	  de	  tubulinas	  ya	  incorporadas	  a	  los	  microtúbulos	  (Fourest-­‐Lieuvin	  et	  al.,	  2006).	  El	  significado	  funcional	  de	  estas	  modificaciones	  se	  desconoce	  en	  muchos	  casos,	  aunque	  se	  ha	  propuesto	  que	  podría	  conferir	  especificidad	  a	  los	  distintos	  grupos	  celulares	  de	  microtúbulos	  (Westerman	  y	  Weber,	  2003;	  Verhey	  y	  Gaertig,	  2007;	  Janke	  y	  Bulinski,	  2012),	  mediante	  la	  introducción	  de	  cambios	  tanto	  en	  las	  propiedades	  mecánicas	   de	   los	   microtúbulos	   (Verhey	   y	   Gaertig,	   2007),	   como	   en	   la	   modulación	   selectiva	   de	   la	  afinidad	   de	   ciertas	   proteínas	   motor	   por	   las	   vías	   que	   conforman	   los	   microtúbulos,	   facilitando	   y	  regulando,	   entre	   otras	   funciones,	   el	   transporte	   intracelular	   (Rosenbaum,	   2000;	   Hammond	   et	   al.,	  2010).	  	  	  4.	  BIOGÉNESIS	  DE	  TUBULINA	  
	  Debido	  a	  su	  elevada	  concentración	  intracelular,	  propensión	  a	  la	  autoasociación,	  elevado	  número	  de	  superficies	   de	   interacción	   con	   otras	   proteína	   e	   incapacidad	  para	   plegarse	   de	   forma	   autónoma,	   los	  polipeptidos	  de	  tubulina	  de	  nueva	  síntesis	  representan	  un	  reto	  para	  la	  maquinaria	  de	  biogénesis	  de	  proteínas	   (Hartl	   y	   Hayer-­‐Hartl,	   2009).	   De	   hecho,	   se	   ha	   propuesto	   la	   coevolución	   de	   una	   serie	   de	  factores	  específicos	  que	  faciliten	  su	  correcto	  plegamiento	  y	  ensamblaje	  (Leroux	  y	  Hartl,	  2000;	  Llorca	  et	  
al.,	  2001;	  Bertrand	  et	  al.,	  2005;	  Martín-­‐Benito	  et	  al.,	  2007a).	  De	  esta	  forma,	  la	  maquinaria	  implicada	  en	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la	   biogénesis	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   incluye	   chaperonas	  moleculares	   como	   la	   chaperonina	  citosólica	   de	   tipo	   II	   CCT	   (del	   inglés,	   chaperonin	  containing	  T	  complex	  polypeptide-­‐1),	   cochaperonas	  moleculares	  como	  prefoldina	  (PFD),	  proteínas	  de	  tipo	  fosducina	  como	  PhLP3	  (del	  inglés,	  phosducin-­‐
like	  protein	  3),	  y	  finalmente	  cinco	  cofactores	  de	  unión	  a	  tubulina	  nombrados	  como	  TBCA-­‐E	  (del	  inglés,	  
tubulin	   binding	   cofactor	   A,	   B,	   C,	   D,	   E),	   completamente	   imprescindibles	   en	   el	   ensamblaje	   del	  heterodímero	  funcional	  de	  tubulina	  (Lundin	  et	  al.,	  2010).	  	  4.1.	  Síntesis	  de	  tubulina	  
	  Dada	   la	   importancia	   de	   la	   concentración	   celular	   de	   heterodímeros	   libres	   sobre	   la	   dinámica	   de	  ensamblaje	   de	   los	   microtúbulos	   (Kirschner,	   1980),	   resulta	   lógica	   la	   existencia	   de	   un	   mecanismo	  celular	  que	  controle	  de	  manera	  estricta	  la	  expresión	  de	  esta	  proteína.	  Este	  mecanismo	  se	  basa	  en	  un	  ciclo	  de	  retroalimentación	  negativo	  capaz	  de	  actuar,	  en	  función	  de	  las	  concentración	  de	  heterodímeros	  solubles,	  sobre	  la	  estabilidad	  de	  los	  ARN	  mensajeros	  de	  cada	  monómero	  de	  tubulina	  (Cleveland	  et	  al.,	  1981;	  Sellin	  et	  al.,	  2008).	  Además,	  deben	  existir	  mecanismos	  de	  regulación	  de	  la	  propia	  síntesis	  de	  la	  proteína	   dado	   que	   la	   expresión	   recombinante	   de	   tubulina	   α	   en	   células	   de	   mamífero	   reduce	   la	  producción	   de	   la	   tubulina	   α	   nativa	   sin	   que	   los	   niveles	   de	   su	   ARN	   mensajero	   se	   vean	   afectados	  (González-­‐Garay	  y	  Cabral,	  1996).	  En	  relación	  con	  esta	  observación,	  cabe	  destacar	  que	  la	  expresión	  de	  una	  de	  las	  subunidades	  de	  tubulina	  condiciona	  la	  expresión	  de	  la	  otra,	   tal	  y	  como	  se	  ha	  observado	  cuando	  la	  sobrexpresión	  de	  tubulina	  β	  conduce	  a	  un	  incremento	  en	  la	  síntesis	  de	  tubulina	  α	  endógena	  (González-­‐Garay	  y	  Cabral,	  1995).	  Estos	  mecanismos,	  sin	  embargo,	  parecen	  exclusivos	  de	  eucariotas	  multicelulares	   ya	   que	   en	   levaduras,	   la	   sobrexpresión	   de	   tubulina	   β	   produce	   un	   fenotipo	   de	  microtúbulos	  aberrantes	  (Burke	  et	  al.,	  1989).	  	  4.2.	  Plegamiento	  de	  tubulina	  
	  La	  molécula	  de	  tubulina	  recién	  sintetizada	  emerge	  del	  ribosoma	  y	  es	  inmediatamente	  capturada	  por	  PFD	   que	   actúa	   a	   modo	   de	   lanzadera	   para	   su	   transporte	   hasta	   la	   chaperonina	   citosólica	   CCT,	   un	  complejo	   macromolecular	   de	   gran	   tamaño	   que	   acopla	   la	   actividad	   de	   hidrólisis	   de	   ATP	   con	   la	  capacidad	   de	   facilitar	   el	   plegamiento	   de	   multitud	   de	   proteínas	   y,	   especialmente,	   de	   proteínas	  citoesqueléticas	  como	  tubulinas	  y	  actina,	  que	  constituyen,	  al	  menos	  en	  términos	  de	  masa,	  su	  principal	  sustrato.	  Este	  proceso	  de	  plegamiento	  está	  regulado,	  al	  menos	  en	  parte,	  por	  proteínas	  accesorias	  como	  PhLPs	  (Figura	  6A).	  El	  monómero	  de	  tubulina	  emerge	  de	  la	  chaperonina	  en	  un	  estado	  cuasi	  plegado	  similar	  a	  su	  estructura	  nativa	  funcional	  pero	  inestable,	  por	  lo	  que	  ha	  de	  ser	  inmediatamente	  capturado	  y	  estabilizado	  por	   los	  cofactores	  de	  unión	  a	   tubulina	  que	  conducen	   la	   formación	  del	  heterodímero	  funcional	  de	  la	  proteína	  (Lundin	  et	  al.,	  2010).	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4.2.1.	  Prefoldina	  
	  Prefoldina	  (PFD)	  es	  una	  cochaperona	  específica	  de	   las	  proteínas	  actina	  y	   tubulina	  (Vainberg	  et	  al.,	  1998;	  Martín-­‐Benito	   et	  al.,	   2002),	   que	   conduce	   a	   las	   cadenas	   polipeptídicas	   recién	   sintetizadas	   de	  ambas	   proteínas	   hasta	   CCT	   de	  manera	   independiente	   a	   la	   unión	   e	   hidrólisis	   de	   ATP	   (Figura	   5C)	  (Leroux	  et	  al.,	  1999;	  Martín-­‐Benito	  et	  al.,	  2002).	  En	  este	  sentido	  se	  ha	  estimado	  que	  en	  eucariotas,	  PFD	  sólo	  es	  capaz	  de	  unir	  de	  forma	  estable	  cadenas	  en	  síntesis	  de	  actina	  de	  al	  menos	  145	  aminoácidos,	  y	  de	  tubulina	  de	  al	  menos	  250	  aminoácidos	  (Siegert	  et	  al.,	  2000).	  La	  inherente	  flexibilidad	  reconocida	  para	  las	  distintas	  subunidades	  de	  PFD	  se	  ha	  relacionado	  con	  la	  capacidad	  de	  esta	  molécula	  de	  interaccionar	  con	   sustratos	   no	   nativos	   (Martín-­‐Benito	   et	   al.,	   2007a).	   Sin	   embargo,	   en	   levaduras	   también	   se	   ha	  demostrado	   su	   capacidad	   de	   interaccionar	   con	   sustratos	   ya	   plegados	   o	   parcialmente	   plegados,	  actuando	  a	  modo	  de	  cofactor	  de	  CCT	  al	  acelerar	  la	  liberación	  de	  los	  monómeros	  plegados	  de	  actina	  y,	  en	  el	  caso	  de	  que	  el	  plegamiento	  de	  la	  proteína	  sustrato	  no	  sea	  completo,	  volver	  a	  llevarlos	  a	  CCT	  para	  continuar	  con	  nuevas	  rondas	  de	  plegamiento	  (Siegers	  et	  al.,	  1999).	  	  4.2.2.	  Chaperonina	  citosólica	  eucariota	  CCT	  
	  Las	   chaperonas	   moleculares	   son	   proteínas	   cuya	   actividad	   se	   centra	   en	   el	   plegamiento	   de	   otras	  proteínas	  (Hartl	  y	  Hayer-­‐Hartl,	  2009;	  Yébenes	  et	  al.,	  2011).	  Dentro	  de	  las	  chaperonas	  moleculares	  se	  define	  un	  familia	  de	  proteínas	  denominadas	  chaperoninas	  o	  Hsp60s	  (del	  inglés	  heat	  shock	  proteins	  60	  
kDa)	   compuestas	  por	  dos	  anillos	   toroidales	   apilados	  espalda	   contra	  espalda	  que	  definen	  una	  gran	  cavidad	  central	  donde	  acontece	  el	  plegamiento	  de	  las	  proteínas	  sustrato	  de	  forma	  acoplada	  a	  la	  unión	  e	   hidrólisis	   del	   nucleótido	  ATP	   (Figura	  6B).	  Dentro	  de	   esta	   familia	   de	   chaperoninas	   se	   define	  una	  subfamilia	  denominada	  de	  tipo	  II,	  presente	  en	  arqueas	  y	  en	  el	  citoplasma	  de	   las	  células	  eucariotas,	  cuyo	  representante	  más	  paradigmático	  es	  CCT.	  Cada	  uno	  de	  los	  anillos	  de	  CCT	  está	  compuesto	  por	  ocho	  subunidades	  distintas	  denominadas	  α, β, γ, δ, ε, ζ, η y θ,	  cada	  una	  de	  unos	  60	  kDa,	  que	  suman	  un	  total	  de	  1	  MDa	  aproximadamente	  para	  todo	  el	  complejo.	  La	  organización	  intra	  e	  interanular	  de	  cada	  una	  de	  las	  subunidades	  en	  el	  complejo	  ha	  sido	  objeto	  de	  un	  intenso	  debate	  (Liou	  y	  Willison,	  1997;	  Martín-­‐Benito	  et	  al.,	  2007b;	  Cong	  et	  al.,	  2010),	  si	  bien	  actualmente	  parece	  haberse	  resuelto	  (Kalisman	  
et	   al.,	   2012;	   Leitner	   et	   al.,	   2012).	   En	   cada	   una	   de	   estas	   subunidades,	   al	   igual	   que	   en	   el	   resto	   de	  chaperoninas,	  se	  definen	  tres	  dominios	  fundamentales	  (Figura	  6B)	  denominados	  dominio	  ecuatorial,	  que	  contiene	  el	  bolsillo	  de	  unión	  del	  nucleótido	  y	  además	  está	  implicado	  en	  los	  contactos	  entre	  las	  subunidades	   de	   un	  mismo	   anillo	   y	   entre	   los	   distintos	   anillos;	   el	   dominio	   intermedio,	   que	   resulta	  fundamental	   en	   el	   proceso	   de	   comunicación	   alostérica	   entre	   el	   dominio	   ecuatorial	   y	   apical;	   y	  finalmente	  el	  dominio	  apical,	  que	  contiene	  la	  región	  de	  reconocimiento	  del	  sustrato,	  además	  de	  actuar	  a	  modo	  de	  tapadera	  de	  la	  cavidad	  de	  plegamiento	  en	  el	  caso	  de	  las	  chaperoninas	  de	  tipo	  II,	  a	  través	  del	  movimiento	   de	   una	   serie	   de	   protrusiones	   helicoidales	   que	   emergen	   hacía	   el	   interior	   de	   la	  misma	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(Figura	  6D).	   	  De	  esta	  manera,	  en	   todas	   la	  chaperoninas	  se	  ha	  descrito	  una	  conformación	  abierta	  y	  receptiva	  para	  el	   reconocimiento	  y	   la	  unión	  del	   sustrato,	   y	  una	  conformación	  cerrada	  en	   la	  que	  el	  sustrato	   es	   liberado	   en	   el	   interior	   de	   la	   cavidad,	   aislado	   del	   resto	   del	   ambiente	   intracelular.	   La	  transición	  entre	  ambas	  conformaciones	  se	  ve	  inducida	  por	  la	  hidrólisis	  de	  ATP	  y,	  en	  algunos	  tipos	  de	  chaperoninas	   se	   ha	   propuesto	   que	   bien	   podrían	   mediar	   de	   forma	   activa	   el	   plegamiento	   de	   las	  proteínas	  (Yébenes	  et	  al.,	  2011).	  	  
	  CCT	  es	  capaz	  de	  interaccionar	  de	  forma	  transitoria	  con	  alrededor	  de	  un	  10	  %	  de	  los	  polipéptidos	  de	  nueva	   síntesis	   (Thulasiraman	   et	   al.,	   2009;	   Yam	   et	   al.,	   2008;	   Dekker	   et	   al.,	   2008)	   aunque,	   por	   su	  abundancia	  en	  el	  citoplasma,	  sus	  sustratos	  mayoritarios	  son	  las	  proteínas	  citoesqueléticas	  actinas	  y	  tubulinas.	   En	   el	   caso	   de	   tubulina,	   su	   plegamiento	   comienza	   antes	   de	   ser	   reconocida	   por	   la	  chaperonina,	  de	   forma	  que	  cuando	  alcanza	  CCT,	   tubulina	   se	  encuentra	  en	  una	  conformación	  cuasi	  nativa	  menos	  compacta.	  Así	  pues,	  tanto	  tubulina	  α,	  como	  tubulina	  β,	  interaccionan	  inicialmente	  en	  una	  conformación	   abierta	   con	   los	   dominios	   apicales	   de	   cinco	   subunidades	   específicas	   de	   CCT,	  principalmente	  CCTβ	  y	  CCTε	   (Llorca	  et	  al.,	  2000;	  Muñoz	  et	  al.,	  2011),	  atravesando	   la	  cavidad	  de	   la	  chaperonina.	  Uno	  de	  los	  rasgos	  característicos	  de	  CCT	  radica	  en	  su	  especificidad	  en	  la	  interacción	  con	  el	  sustrato	  (Spiess	  et	  al.,	  2006),	  y	  son	  precisamente	  estas	  regiones	  apicales	  de	  las	  subunidades	  de	  CCT	  las	   que	   presentan	  mayor	   divergencia	   evolutiva	   y	   las	   que,	   junto	   a	   la	   composición	   heterogénea	   del	  oligómero,	  pueden	  ser	  responsables	  de	  dicha	  especificidad.	  En	  cualquier	  caso,	  este	  reconocimiento	  implica	  un	  mosaico	  de	   interacciones	  hidrófobas	   (Gómez-­‐Puertas	  et	  al.,	   2004;	   Spiess	  et	  al.,	   2006)	  y	  polares	  (Pappenberger	  et	  al.,	  2002;	  Gómez-­‐Puertas	  et	  al.,	  2004).	  	  
	  En	   la	   conformación	   abierta	   de	   la	   tubulina	   se	   pueden	   definir	   dos	   dominios	   asimétricos	   que	  interaccionan	  con	  regiones	  de	  CCT	  diametralmente	  opuestas,	  conectados	  entre	  sí	  por	  una	  pequeña	  región.	  El	  dominio	  amino	  terminal	  de	  tubulina	  no	  plegada	  tiene	  forma	  de	  cono	  truncado	  e	  interacciona	  con	   tres	   subunidades	   de	   CCT,	   mientras	   que	   el	   dominio	   carboxilo	   terminal	   es	   más	   pequeño	   e	  interacciona	  con	  otras	  dos	  subunidades	  de	  CCT	  (Llorca	  et	  al.,	  2001)	  (Figura	  6E).	  
	  Al	  igual	  que	  el	  resto	  de	  chaperoninas,	  CCT	  presenta	  un	  ciclo	  de	  unión	  e	  hidrólisis	  de	  ATP	  acoplado	  a	  su	  ciclo	   funcional,	   que	   trae	   aparejado	   un	   cambio	   conformacional	   no	   concentrado	   de	   cada	   una	   de	   las	  subunidades	   del	   oligómero,	   que	   podría	   facilitar	   en	   cada	   caso	   la	   unión,	   plegamiento	   y	   posterior	  liberación	   de	   la	   proteína	   sustrato	   (Yébenes	   et	   al.,	   2011;	   Booth	   et	   al.,	   2008).	   Este	   cambio	  conformacional	  implica	  el	  cierre	  de	  la	  cavidad,	  empujando	  el	  sustrato	  hacía	  el	  interior	  y	  facilitando	  el	  contacto	   con	   otras	   regiones	   importantes	   de	  CCT	   como	   es	   el	   denominado	   lazo	   sensor	   del	   dominio	  ecuatorial	   (Muñoz	   et	   al.,	   2011).	   De	   hecho,	   este	   lazo	   podría	   actuar	   a	   modo	   de	   conector	   entre	   la	  interacción	   con	   el	   sustrato	   y	   la	   hidrólisis	   del	   ATP,	   extendiéndose	   y	   retrayéndose,	   y	   asistiendo	  activamente	   al	   correcto	  plegamiento	  del	   sustrato	   (Yébenes	  et	  al.,	   2011).	   Se	  ha	  propuesto	  que	  CCT	  podría	  haber	  evolucionado	  para	  superar	  la	  barrera	  cinética	  que	  en	  el	  plegamiento	  de	  tubulina	  supone	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el	   acercamiento	   de	   los	   dos	   dominios	   topológicos	   separados	   inicialmente	   en	   la	   cavidad	   de	   la	  chaperonina	  (Llorca	  et	  al.,	  2000).	  De	  entre	  los	  contactos	  que	  se	  establecen	  entre	  los	  dominios	  amino	  y	  carboxilo	  terminales	  de	  tubulina	  un	  gran	  porcentaje	  dan	  lugar	  al	  bolsillo	  de	  unión	  al	  nucleótido	  GTP	  (Figura	  6E).	  Tras	  una	  o	  varias	  rondas	  de	  hidrólisis	  de	  ATP,	  los	  monómeros	  de	  tubulina	  α	  y	  β	  serán	  liberados	   de	   CCT	   con	   una	   conformación	   nativa	   compacta	   pero	   inestable	   (Tian	   et	   al.,	   1995),	   que	  requerirá	  de	  la	  ayuda	  de	  ciertos	  cofactores	  de	  unión	  a	  tubulina	  para	  alcanzar	  su	  estructura	  cuaternaria	  funcional	  (Zabala	  et	  al.,	  1996).	  
	  
	  
Figura	  6.	  Ruta	  de	  plegamiento	  de	  tubulina.	  (A)	  La	  tubulina	  recién	  sintetizada	  interacciona	  con	  PFD	  quien	  la	  conduce	  a	  CCT.	  Las	  proteínas	  PhLPs	   regulan	   la	   actividad	  de	  plegamiento	  de	  CCT.	   (B)	  Esquema	  de	   la	   sección	  transversal	  de	  CCT	  donde	  se	  muestran	  los	  dominios	  de	   las	  subunidades	  del	  complejo.	  (C)	  Interacción	  de	  PFD	  (magenta)	  con	  tubulina	  (en	  azul,	  con	  las	  regiones	  de	  interacción	  con	  PFD	  en	  amarillo	  y	  con	  CCT	  en	  rojo)	  y	  con	  CCT	  (densidad	   electrónica	   en	   amarillo,	   con	   las	   protrusiones	   helicoidales	   de	   los	   dominios	   apicales	   en	   negro).	   (D)	  Detalle	  de	  los	  lazos	  de	  CCT	  que	  contactan	  con	  tubulina	  y,	  en	  el	  caso	  del	  lazo	  sensor,	  con	  el	  bolsillo	  de	  unión	  a	  ATP	  de	  la	  chaperonina.	  A	  la	  derecha	  se	  muestra	  un	  esquema	  de	  los	  cambios	  conformacionales	  de	  las	  subunidades	  de	  CCT.	  (E)	  Interacción	  de	  tubulina	  (estructura	  atómica)	  con	  CCT	  (densidad	  electrónica	  en	  gris,	  con	  las	  protrusiones	  helicoidales	   en	   forma	   de	   malla).	   	   En	   la	   estructura	   de	   tubulina	   se	   destacan	   en	   rojo	   las	   principales	   regiones	  implicadas	  en	  la	  interacción	  con	  CCT:	  los	  dos	  lazos	  carboxilo	  terminales	  T7	  (H8-­‐S7)	  y	  M	  (S7-­‐H9),	  y	  al	  lazo	  amino	  terminal	  N	  (H3-­‐S4).	  La	  flecha	  amarilla	  indica	  el	  movimiento	  de	  plegamiento	  de	  la	  tubulina.	  (Figura	  A	  adaptada	  de	  Lundin	  et	  al.,	  2010;	  figuras	  B	  y	  D	  de	  Muñoz	  et	  al.,	  2010	  y	  Yébenes	  et	  al.,	  2011;	  figura	  C	  de	  Martín-­‐Benito	  et	  al.,	  2002;	  y	  figura	  E	  adaptada	  de	  Llorca	  et	  al.,	  2001).	  	  	  4.2.3.	  Proteínas	  de	  tipo	  fosducina	  
	  Las	   proteínas	   de	   tipo	   fosducina	   (PhLPs)	   comprenden	   una	   familia	   de	   proteínas	   que	   contienen	  típicamente	  un	  dominio	  tioredoxina	  y	  presentan	  una	  gran	  homología	  con	  la	  fosducina,	  una	  proteína	  reguladora	  de	   la	  señal	  retinal	  acoplada	  a	   la	  proteína	  G	  (Blaauw	  et	  al.,	  2003).	  Hasta	   la	   fecha	  se	  han	  identificado	  tres	  miembros	  en	  esta	  familia	  (PhLP1-­‐3),	  todos	  ellos	  capaces	  de	  interaccionar	  con	  CCT	  (McLaughlin	   et	   al.,	   2002;	   Stirling	   et	   al.,	   2006;	   Lukov	   et	   al.,	   2006;	   Stirling	   et	   al.,	   2007).	   En	   el	   caso	  concreto	   de	   la	   biogénesis	   de	   tubulina,	   es	   PhLP3	   es	   la	   proteína	   que	   regula	   de	  manera	   negativa	   el	  plegamiento	  de	  tubulina	  por	  parte	  de	  CCT	  al	  ralentizar	  la	  tasa	  de	  hidrólisis	  de	  ATP	  (McLaughlin	  et	  al.,	  2002;	  Stirling	  et	  al.,	  2007).	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5.	  HOMEOSTASIS	  DEL	  HETERODÍMERO	  DE	  TUBULINA:	  COFACTORES	  DE	  UNIÓN	  A	  TUBULINA.	  
	  5.1.	  Biogénesis	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  
	  Al	  contrario	  que	  en	  el	  caso	  de	  actina	  o	  tubulina	  γ (Melki	  et	  al.,	  1993),	  tubulina	  α	  y	  β	  requieren	  de	  la	  acción	   de	   unos	   cofactores	   adicionales	   que	   estabilicen	   y	   promuevan	   la	   interacción	   entre	   los	  monómeros	  de	  tubulina	  para	   formar	   los	  heterodímeros	   funcionales	  (López-­‐Fanarraga	  et	  al.,	  2001).	  Sin	  embargo,	  si	  bien	  la	  asociación	  de	  los	  monómeros	  en	  la	  formación	  del	  heterodímero	  no	  tiene	  lugar	  de	   forma	   espontánea	   in	   vitro,	   su	   disociación	   resulta	   termodinámicamente	   muy	   desfavorable.	  Mediante	  resonancia	  de	  plasmón	  de	  superficie	  se	  estimó	  que	  la	  constante	  de	  disociación	  del	  complejo	  dimérico	  es	  extremadamente	  baja,	  del	  orden	  de	  10-­‐11	  M	  (Caplow	  y	  Fee,	  2002).	  Tubulina	  α	  y	  β,	  recién	  plegadas	   con	   la	   ayuda	   de	   CCT,	   interaccionan	   específicamente	   con	   una	   serie	   de	   cofactores	   que	  conforman	   la	   denominada	   ruta	   de	   plegamiento	   de	   tubulina	   post-­‐chaperonina.	   Dependiendo	   de	   la	  subunidad	  de	  tubulina	  que	  se	  trate,	  entran	  en	  concurso	  unos	  u	  otros	  cofactores,	  a	  saber,	  los	  cofactores	  B	  (TBCB)	  y	  E	  (TBCE)	  en	  el	  caso	  de	  tubulina	  α,	  y	  los	  cofactores	  A	  (TBCA)	  y	  D	  (TBCD)	  en	  el	  caso	  de	  tubulina	  β.	  A	  continuación,	  los	  complejos	  diméricos	  compuestos	  por	  TBCE	  y	  tubulina	  α	  por	  un	  lado,	  y	  TBCD	  con	  tubulina	  β	  por	  el	  otro,	   interaccionarán	  entre	  sí	  para	  formar	  un	  supercomplejo	  estable,	  al	  cual	  se	  une	  un	  quinto	  cofactor	  C	  (TBCC)	  que	  estimula	  la	  hidrólisis	  del	  GTP	  unido	  a	  tubulina	  β	  y	  libera	  el	  heterodímero	  de	  tubulina	  ya	  competente	  para,	  tras	  el	  intercambio	  del	  GDP	  por	  GTP	  en	  esta	  subunidad	  
β,	   formar	  parte	  de	   la	  reacción	  de	  polimerización	  del	  microtúbulo	  (Tian	  et	  al.,	  1997;	  Radcliffe	  et	  al.,	  2000a;	  Tian	  et	  al.,	  2010)	  (Figura	  7A).	  	  5.1.1. Cofactores	  implicados	  en	  la	  ruta	  de	  plegamiento	  de	  tubulina	  β	  
	  TBCA	  o	  p14	   fue	   el	   primer	   cofactor	   de	   tubulina	  descrito	   (Gao	  et	  al.,	   1994;	   Campo	  et	  al.,	   1994).	   En	  vertebrados	  y	   levaduras	   (Archer	  et	  al.,	   1995;	  Radcliffe	  et	  al.,	   2000b),	  TBCA	  y	   sus	  homólogos	  están	  	  implicados	  en	  la	  interacción	  con	  los	  monómeros	  de	  tubulina	  β	  con	  un	  doble	  papel,	  actuando	  como	  un	  complejo	  intermedio	  en	  la	  ruta	  de	  génesis	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  (Llosa	  et	  al.,	  1996)	  y	  como	  reservorio	   celular	   del	   exceso	   de	   tubulina	   β	   (Fanarraga	   et	   al.,	   1999).	   Presenta	   una	   estructura	  monomérica	   compuesta	   por	   hélices	  α	   que	   forman	   un	   haz	  muy	   compacto	   de	   hélices	   antiparalelas	  (Guash	  et	  al.,	  2002),	  siendo	  las	  hélices	  H1	  y	  H2,	  así	  como	  los	  lazos	  H1-­‐H2	  y	  H3-­‐H4	  los	  implicados	  en	  su	  interacción	  con	  la	  tubulina	  β	  (Steinbacher	  et	  al.,	  1999;	  You	  et	  al.,	  2004;	  Lu	  et	  al.,	  2010)	  (Figura	  7C).	  
	  Por	   su	  parte,	   TBCD	  es	  una	  proteínas	  de	  unos	  130	  kDa	   cuya	   estructura	  no	  ha	   sido	   resuelta	  por	   el	  momento	  (Tian	  et	  al.,	  1996;	  Tian	  et	  al.,	  2010),	  que	  presenta	  una	  elevada	  afinidad	  por	  tubulina	  β	  unida	  a	  GDP	  (Martín	  et	  al.,	  2000).	  Los	  análisis	  de	  predicción	  de	  estructura	  (Grynberg	  et	  al.,	  2003)	  realizados	  muestran	   que	   se	   compone	   de	   repeticiones	   helicoidales	   de	   tipo	   HEAT	   (del	   acrónimo	   en	   inglés,	  
Huntingtin,	  elongation	  factor	  3,	  protein	  phosphatase	  2	   y	  yeast	  kinase	  TOR1)	   (Radcliffe	  et	  al.,	  1999)	  y	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Armadillo	  en	  la	  región	  amino	  terminal	  (Groves	  y	  Barford,	  1999),	  típicos	  de	  motivos	  de	  interacciones	  de	   tipo	  proteína-­‐proteína	   (Figura	  7D).	  Además,	   se	  ha	  observado	  que	   es	  una	  proteína	   centrosomal	  (Cunningham	  y	  Kahn,	  2008;	  López-­‐Fanarraga	  et	  al.,	  2010a)	  que	  desempeña	  papeles	  muy	  relevantes	  en	  la	  organización	  del	  huso	  mitótico,	  en	  el	  reclutamiento	  de	  proteínas	  a	  la	  matriz	  pericentriolar	  como	  tubulina	  γ	  (Cunningham	  y	  Kahn,	  2008);	  en	  la	  citoquinesis	  con	  la	  organización	  del	  cuerpo	  medio;	  o	  en	  la	  centriologénesis	  y	  ciliogénesis	  (López-­‐Fanarraga	  et	  al.,	  2010a;	  López-­‐Fanarraga	  et	  al.,	  2010b).	  	  
	  
Figura	   7.	   Cofactores	   de	   unión	   a	  
tubulina.	   (A)	   Ruta	   de	   biogénesis	   del	  heterodímero	   de	   tubulina.	   (B)	   Ruta	   de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina.	  (C)	   Estrutcura	   atómica	   de	   TBCA	   (PDB	  1H7C).	   (D)	  Organización	   en	  dominios	   de	  TBCD	  junto	  a	  las	  estructuras	  atómicas	  de	  dominios	   Armadillo	   (PDB	   1EJL)	   y	   HEAT	  (PDB	  1QBK)	  homólogos.	  (E)	  Organización	  en	   dominios	   de	   TBCC	   junto	   a	   las	  estructuras	   atómicas	  del	  dominio	   amino	  terminal	   homólogo	   a	   Espectrina	   (PDB	  2L3L)	  y	  el	  dominio	  homólogo	  de	  tipo	  RP2	  (PDB	   1K4Z).	   (F)	   Organización	   en	  dominios	   de	   TBCB	   y	   TBCE	   junto	   a	   las	  estructuras	   atómicas	   de	   dominios	   UBL	  (PDB	  1V6E	  en	  TBCB	  y	  1WJN	  en	  TBCE),	  LRR	  (PDB	   1H6T)	   y	   CAP-­‐Gly	   (PDB	   1WGH)	  homólogos.	  	  	  5.1.2.	  Cofactores	  implicados	  en	  la	  ruta	  de	  plegamiento	  de	  tubulina	  α	  
	  TBCB	   es	   una	   proteína	   	  monomérica	   de	   25,5	   kDa	   de	  masa	  molecular	   cuya	   estructura	   presenta	   un	  dominio	   de	   tipo	  UBL	   (del	   inglés,	  ubiquitin-­‐like	  protein)	   en	   la	   región	   amino	   terminal,	   una	   pequeña	  región	   intermedia	   que	   podría	   adoptar	   una	   conformación	   de	   tipo	   superenrollada	   y	   un	   dominio	  carboxilo	  terminal	  de	  tipo	  CAP-­‐Gly	  (del	  inglés,	  glycine	  rich	  cytoskeletal-­‐associated	  protein)	  	  (Tian	  et	  al.,	  1997;	  Grynberg	  et	  al.,	  2003)	  (Figura	  7F).	  Se	  encuentra	  conservada	  en	  todos	  los	  eucariotas	  como	  parte	  del	   sistema	  de	  plegamiento	  y	  ensamblaje	  de	   la	   tubulina,	   secuestrando	   la	   tubulina	  α	   liberada	  de	   la	  chaperonina	  CCT	  y	  manteniéndola	  en	  una	  conformación	  cuasi	  nativa	  antes	  de	  cederla	  al	  cofactor	  E	  (Tian	  et	  al.,	  1997).	  También	  participa	  en	  el	  desarrollo	  neuronal	  y	  se	  asocia	  con	  fenotipos	  de	  anomalías	  en	   los	   microtúbulos	   del	   cono	   de	   crecimiento	   neural	   (López-­‐Fanarraga	   et	   al.,	   2007)	   o	   de	   las	  protrusiones	   neuronales	   (Bivi	   et	   al.,	   2009;	   Carranza	   et	   al.,	   2012);	   en	   la	   reorganización	   del	  citoesqueleto	  durante	  la	  	  activación	  de	  la	  microglia	  (Fanarraga	  et	  al.,	  2009);	  o	  mediando	  el	  transporte	  de	  tubulina	  a	  través	  de	  su	  interacción	  con	  p150	  (Kuh	  et	  al.,	  2012).	  
	  TBCE	  es	  una	  proteína	  de	  unos	  60	  kDa	  (Tian	  et	  al.,	  1996)	  cuya	  estructura	  completa	  se	  desconoce,	  si	  bien	   se	   han	   identificado	   tres	   dominios	   estructurales,	   a	   saber,	   un	   dominio	   CAP-­‐Gly	   en	   su	   extremo	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amino	  terminal,	  un	  dominio	  intermedio	  de	  tipo	  LRR	  (del	  inglés,	  leucine	  rich	  repeats)	  y	  un	  dominio	  UBL	  en	  el	  extremo	  carboxilo	  terminal	  (Grynberg	  et	  al.,	  2003)	  (Figura	  7F).	  Su	  actividad	  se	  considera	  esencial	  en	  el	  mantenimiento	  de	  la	  estabilidad	  de	  los	  microtúbulos	  de	  forma	  que	  alteraciones	  en	  la	  secuencia	  de	   proteínas	   homólogas	   en	   levaduras	   y	   plantas	   dan	   lugar	   a	   defectos	   microtubulares	   severos	  (Grishchuk	  et	  al.,	  1999;	  Steinborn	  et	  al.,	  2002),	  que	  desencadenan	  neuropatías	  progresivas	  motoras	  en	  ratones	  (Bommel	  et	  al.,	  2002;	  Martín	  et	  al.,	  2002)	  y	  enfermedades	  autosomales	  recesivas	  en	  humanos	  como	  los	  síndromes	  de	  Kenny-­‐Caffey	  (OMIM	  244460)	  y	  Sanjad-­‐Sakati	  (OMIM	  241410)	  (Sanjad	  	  et	  al.,	  1998;	  Parvari	  et	  al.,	  2002;	  Tian	  et	  al.,	  2006).	  	  	  5.1.2.1.	  Dominio	  UBL	  de	  TBCB	  y	  TBCE	  
	  El	  domino	  UBL	  presenta	  una	  gran	  semejanza	  estructural	  con	  la	  proteína	  ubiquitina	  y,	  junto	  al	  dominio	  UBA	  (del	  inglés,	  ubiquitin	  associated	  proteins),	  conforman	  una	  familia	  de	  proteínas	  cuyos	  miembros	  participan	  en	  multitud	  de	  actividades	  celulares	  (Hartmann-­‐Petersen	  y	  Gordon,	  2004;	  Welchman	  et	  
al.,	   2005)	   entre	   las	   que	   destaca	   la	   degradación	   de	   proteínas	   a	   través	   del	   proteosoma	   (Upadhya	   y	  Hegde	  2003;	  Su	  y	  Lau,	  2009).	  En	  el	  caso	  concreto	  de	  los	  cofactores	  TBCB	  y	  TBCE,	  se	  ha	  postulado	  que	  el	  dominio	  UBL	  asiste	  al	  dominio	  CAP-­‐Gly	  en	  el	  mantenimiento	  del	  estado	  plegado	  de	  la	  tubulina	  α	  (Grynberg	  et	  al.,	  2003).	  En	  cualquier	  caso,	  se	  ha	  definido	  como	  una	  región	  de	  interacción	  con	  tubulina	  
α	  (Radcliffe	  y	  Toda,	  2000c;	  Lytle	  et	  al.,	  2004)	  de	  forma	  que	  la	  alteración	  de	  esta	  interacción	  conduce	  al	  desarrollo	   de	   paquigiria,	   una	   forma	  menos	   severa	   de	   lisencefalía	   (Tian	   et	  al.,	   2008).	   Este	   dominio	  presenta	   típicamente	  un	  plegamiento	  denominado	  β-­‐grasp,	   con	  cinco	   láminas	  β,	  una	  gran	  hélice	  α	  central,	  y	  una	  corta	  hélice	  310	  en	  un	  lazo	  que	  comunica	  las	  dos	  últimas	  láminas	  (PDB	  1V6E	  y	  1WJN)	  (Saito	  et	  al.,	  2004;	  Sato	  et	  al.,	  2004)	  (Figura	  7F).	  El	  extremo	  carboxilo	  terminal	  contiene	  una	  serie	  de	  residuos	   desordenados	   que	   podrían	   servir	   de	   nexo	   flexible	   de	   unión	   con	   el	   dominio	   CAP-­‐Gly	  (Grynberg	  et	  al.,	  2003).	  	  5.1.2.2.	  Dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  y	  TBCE	  
	  El	  dominio	  CAP-­‐Gly	  comprende	  una	  secuencia	  de	  unos	  80	  aminoácidos	  conservados	  desde	  levaduras	  hasta	  humanos,	  que	  típicamente	  se	  ha	  definido	  como	  un	  módulo	  de	  interacción	  con	  los	  microtúbulos	  y	  se	  encuentra	  presente	  en	  muchas	  proteínas	  asociadas	  con	  el	  citoesqueleto	  (Riehemann	  et	  al.,	  1993),	  aunque	  actualmente	  se	  ha	  descrito	  en	  proteínas	  mediando	  diversas	  funciones	  como	  la	  segregación	  de	  los	  cromosomas	  o	  el	  transporte	  intracelular	  (Weisbrich	  et	  al.,	  2007;	  Steinmetz	  y	  Akhmanova,	  2008).	  	  Pese	  a	  que	  lo	  normal	  es	  encontrar	  varios	  de	  estos	  dominios	  dentro	  de	  una	  misma	  cadena	  polipeptídica	  (Bateman	  et	  al.,	  2002),	  en	  el	  caso	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  se	  encuentra	  en	  una	  única	  copia.	  
	  
INTRODUCCIÓN	  
	   20	  
Este	  dominio	  presenta	  siete	  láminas	  β	  antiparalelas	  distribuidas	  en	  dos	  grupos	  de	  tres	  láminas	  β y	  una	  lámina	   central,	   seguidas	   de	   una	   región	   desordenada,	   que	   podría	   estar	   implicada	   en	   interacciones	  intermoleculares,	  y	   finalmente	  una	  hélice	  α en	  el	  extremo	  amino	  terminal	  (Li	  et	  al.,	  2002b)	  (Figura	  7F).	  Este	  dominio	  se	  caracterizan	  por	  la	  presencia	  de	  una	  serie	  de	  glicinas	  y	  aminoácidos	  hidrófobos	  muy	  conservados	  y,	  en	  concreto	  un	  surco	  básico	  definido	  por	  el	  motivo	  GKNDG,	  que	  se	  encuentra	  en	  el	  lazo	  L3-­‐L4,	  y	  que	  interacciona	  específicamente	  con	  otro	  dominio	  ácido	  EEY/F	  conservado	  en	  algunas	  proteínas	  como	  tubulina	  α	  o	  EB1	  (del	  inglés,	  end	  binding	  protein	  1)	  (Weisbrich	  et	  al.,	  2007;	  Mishima	  et	  
al.,	   2007).	   Dado	   que	   el	   último	   residuo	   del	   motivo	   EEY	   en	   tubulina	   α	   está	   sometido	   a	   ciclos	   de	  tirosinación	   y	   destirosinación	   (Westermann	   y	   Weber,	   2003),	   está	   última	   reacción	   incapacita	   la	  interacción	  de	  los	  microtúbulos	  con	  proteínas	  CAP-­‐Gly	  (Peris	  et	  al.,	  2006;	  Weisbrich	  et	  al.,	  2007).	  En	  una	  localización	  opuesta	  al	  motivo	  GKNDG	  se	  define	  un	  lazo	  mucho	  más	  variable	  y	  flexible,	  compuesto	  fundamentalmente	   por	   aminoácidos	   aromáticos,	   que	   puede	   servir	   en	   la	   interacción	   con	   otras	  proteínas	  (Li	  et	  al.,	  2002b;	  Honnappa	  et	  al.,	  2006;	  Steinmetz	  y	  Akhmanova,	  2008).	  A	  través	  de	  esta	  segunda	   región	   de	   interacción	   se	   puede	   entender	   la	   función	   de	   las	   proteínas	   que	   contienen	   este	  dominio	  CAP-­‐Gly	  como	  mediadores	  en	  el	  anclaje	  de	  proteínas	  a	  los	  microtúbulos.	  
	  En	   el	   caso	   de	   TBCB	   se	   ha	   descrito	   que	   los	   nueve	   residuos	   aminoacídicos	   describen	   un	   péptido	  desestructurado	  que	  sobresale	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  globular	  y	  puede	  interaccionar	  con	  el	  surco	  del	  propio	  dominio	  y	  desencadenar	  de	  esta	  manera	  un	  mecanismo	  autoinhibitorio	  (Carranza	  et	  al.,	  2012).	  	  5.1.2.3.	  Región	  central	  de	  TBCB	  y	  TBCE	  
	  La	   región	   central	   de	   TBCB	   se	   encuentra	   ocupada	   por	   un	   pequeño	   dominio	   helicoidal	   de	   17	  aminoácidos	  que	  podría	  adquirir	  una	  estructura	  superenrollada	  según	  las	  predicciones	  de	  estructura	  llevadas	  a	  cabo	  (Radcliffe	  y	  Toda,	  2000c;	  Grynber	  et	  al.,	  2003),	  mientras	  que	  en	  TBCE	  se	  ha	  propuesto	  la	  existencia	  de	  un	  dominio	  de	  tipo	  LRR	  (del	  inglés,	  leucine	  rich	  repeats)	  (Grynberg	  et	  al.,	  2003)	  similar	  a	  aquel	  definido	  en	  la	  proteína	  Internalina	  B	  de	  Listeria	  monocytogenes	  (Schubert	  et	  al.,	  2001)	  (Figura	  6F).	  El	  dominio	  LRR	  canónico	  se	  compone	  de	  repeticiones	  en	  tándem	  de	  una	  corta	  lámina	  β	  y	  una	  hélice	  α	  dispuestas	  de	  forma	  casi	  paralela,	  que	  se	  organizan	  de	  forma	  consecutiva	  en	  torno	  a	  un	  eje	  común,	  de	  forma	  que	  el	  dominio	  en	  su	  conjunto	  adquiere	  una	  conformación	  plana	  y	  curva	  a	  modo	  de	  solenoide,	   inherentemente	   flexible,	  en	   forma	  de	  herradura,	  con	   las	  hélices	  α	  dispuestas	  en	   la	  parte	  convexa	  y	  las	  láminas	  β	  en	  la	  región	  cóncava	  (Takahashi	  et	  al.,	  1985;	  Kobe	  y	  Deisenhofer,	  1995;	  Bella	  
et	   al.,	   2008).	   En	   la	   secuencia	   primaria	   de	   estos	   aminoácidos	   se	   encuentra	   un	  motivo	   conservado	  LxxLxLxxNxL	   (siendo	   x	   cualquier	   aminoácido),	   rico	   en	   leucinas	   (L),	   aunque	   en	   algunos	   casos	   este	  aminoácido	  y	  la	  arginina	  (N)	  presente	  pueden	  ser	  sustituidos	  por	  otro	  aminoácido	  hidrófobo	  (Kobe	  y	  Deisenhofer,	   1995),	   generando	   un	   parche	   de	   aminoácidos	   hidrófobos	   en	   la	   parte	   convexa	   de	   la	  estructura,	  que	  da	  como	  resultado	  una	  estructura	  anfipática	  (Bella	  et	  al.,	  2008).	  Se	  trata	  de	  un	  dominio	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versátil	   típicamente	   implicado	  en	   la	   interacción	   con	  proteínas	   en	  diversas	   funciones	   tales	   como	   la	  traducción	  de	  señales,	  adhesión	  celular,	  desarrollo,	  reparación	  del	  ADN,	  recombinación,	  transcripción	  y	  procesamiento	  de	  ARN	  (Kobe	  y	  Deisenhofer,	  1995;	  Bella	  et	  al.,	  2008).	  	  	  5.1.3.	  Formación	  del	  heterodímero	  αβ	  
	  Tras	  la	  formación	  del	  supercomplejo	  compuesto	  por	  los	  dos	  monómeros	  de	  tubulina	  α	  y	  β	  y	  por	  los	  dos	   cofactores	   E	   y	  D,	   un	   quinto	   cofactor	   se	   añade	   para	   estimular	   la	   hidrólisis	   del	   GTP	   unido	   a	   la	  subunidad	  β,	  denominado	  TBCC.	  Este	  cofactor	  contiene	  dos	  dominios	  estructurales	  diferenciados,	  un	  dominio	   amino	   terminal	   con	   un	  plegamiento	   de	   tipo	   espectrina	   e	   implicado	   en	   la	   interacción	   con	  tubulina	   (García-­‐Mayoral	   et	   al.,	   2011),	   y	   un	   dominio	   carboxilo	   terminal	   que	   contiene	   el	   residuo	  catalítico	  de	  arginina	  R262	  (Scheffzek	  et	  al.,	  2005;	  Grynberg	  et	  al.,	  2003)	  (Figura	  7E).	  Esta	  reacción	  resulta	  esencial	  en	  la	  formación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  (Fontalba	  et	  al.,	  1993),	  de	  manera	  que	  la	  actividad	  de	  TBCC	  tiene	  importantes	  consecuencias	  	  sobre	  la	  dinámica	  microtubular,	  la	  regulación	  del	  ciclo	  celular,	  la	  proliferación	  celular	  y	  la	  tumorigénesis	  (Hage-­‐Sleiman	  et	  al.,	  2010;	  Hage-­‐Sleiman	  et	  al.,	  2011).	  Sólo	  tras	  la	  hidrólisis	  del	  GTP,	  el	  heterodímero	  de	  tubulina	  es	  liberado	  del	  supercomplejo	  (Tian	  
et	  al.,	  1999)	  por	  lo	  que	  esta	  ruta	  constituye	  además	  un	  mecanismo	  de	  control	  de	  calidad	  de	  nuevos	  heterodímeros	  (Tian	  et	  al.,	  1999).	  	  	  5.2.	  Disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  
	  La	  estabilidad	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  es	  muy	  elevada	  (Caplow	  y	  Fee,	  2002)	  por	  lo	  que	  se	  ha	  desarrollado	  un	  mecanismo	  que	  asiste	  a	  la	  disociación	  del	  mismo	  	  (Keller	  et	  al.,	  2005)	  y	  que	  incluye	  los	  cofactores	  de	  tubulina	  (Martín	  et	  al.,	  2000;	  Kortazar	  et	  al.,	  2006),	  que	  actúan	  al	  mismo	  tiempo	  como	  reservorios	  de	  los	  monómeros	  de	  tubulina	  (Fanarraga	  et	  al.,	  1999;	  Abruzzi	  et	  al.,	  2002).	  Esta	  función	  quedó	  en	  evidencia	   tras	   la	  observación	  de	  que	   la	   sobrexpresión	  de	   las	  proteínas	  TBCE	  y	  TBCD	  en	  células	  de	  mamífero	  conduce	  a	  una	  despolimerización	  general	  de	  los	  microtúbulos	  (Tian	  et	  al.,	  1997;	  Bhamidipati	  et	  al.,	  2000;	  Martín	  et	  al.,	  2000)	  (Figura	  7B).	  
	  La	  actividad	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  ha	  sido	  ampliamente	  estudiada	  en	  el	  caso	  de	  la	  captura	  del	  monómero	  de	  tubulina	  α	  por	  mediación	  de	  TBCB	  y	  TBCE	  in	  vivo	  e	  in	  vitro	  (Kortazar	  et	  
al.,	   2007).	   En	   este	   caso,	   TBCE	   es	   capaz	  por	   sí	   sólo	   de	   interaccionar	   y	   disociar	   el	  heterodímero	  de	  tubulina	  si	  bien	  el	  concurso	  de	  TBCB	  incrementa	  de	  forma	  significativa	  la	  actividad	  del	  cofactor	  E.	  Por	  su	  parte,	  TBCD	  actúa	  sobre	  el	  heterodímero	  de	  tubulina	  de	  forma	  análoga	  a	  TBCE	  (Lewis	  et	  al.,	  1996;	  Lewis	   et	   al.,	   1997;	   Martín	   et	   al.,	   2000),	   sirviendo	   como	   reservorio,	   en	   este	   caso,	   de	   tubulina	   β	  (Bhamidipathi	  et	  al.,	  2000).	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5.3.	  	  Degradación	  de	  los	  monómeros	  de	  tubulina	  α y	  β	  
	  La	   tubulina	   puede	   degradarse	   de	   forma	   rápida	   en	   respuesta	   al	   tratamiento	   con	   drogas	   que	  desestabilizan	   los	   microtúbulos	   como	   la	   colcemida	   (Caron	   et	   al.,	   1985).	   De	   igual	   forma	   se	   ha	  comprobado	  que	  la	  falta	  de	  una	  función	  normal	  en	  CCT	  o	  PFD	  supone	  una	  degradación	  proteolítica	  de	  la	  tubulina	  que	  no	  ha	  podido	  alcanzar	  su	  estructura	  nativa	  funcional	  (Grantham	  et	  al.,	  2006;	  Lundin	  et	  
al.,	  2008).	  Dicha	  degradación	  parece	  estar	  mediada	  por	  el	  sistema	  de	  ubiquitinación	  (Meierhofer	  et	  al.,	  2008)	  y	  degradación	  por	  mediación	  del	  proteosoma	  (Mi	  et	  al.,	  2009)	  en	  lo	  que	  se	  conoce	  como	  sistema	  UPS	  (del	  inglés,	  ubiquitin-­‐proteasome	  system).	  
	  La	  presencia	  en	  los	  cofactores	  B	  y	  E	  de	  dominios	  de	  tipo	  UBL,	  sugiere	  que	  ambas	  proteínas	  podrían	  estar	  también	  	  mediando	  la	  degradación	  de	  tubulina	  α.	  De	  hecho,	  se	  ha	  descubierto	  una	  proteína	  muy	  semejante	   a	   TBCE,	   denominada	   COEL	   (del	   inglés,	   cofactor	   E-­‐like),	   cuya	   sobrexpresión	   induce	   la	  despolimerización	  masiva	  de	  los	  microtúbulos	  celulares	  y	  la	  degradación	  de	  tubulina	  α	  a	  través	  del	  proteosoma	  (Bartolini	  et	  al.,	  2005;	  Keller	  et	  al.,	  2005).	  Por	  su	  parte,	  el	  hecho	  de	  que	  tubulina	  β,	  al	  contrario	  que	   	  tubulina	  α,	  experimente	  varios	  ciclos	  de	  unión	   e	   hidrólisis	   del	   nucleótido	   hace	   pensar	   que	   la	   ruta	   de	   renovación	   y	   degradación	   de	   este	  monómero	   pueda	   diferir	   de	   la	   primera.	   En	   este	   sentido,	   se	   ha	   propuesto	   que	   TBCD	   puede	   estar	  implicado	  en	  su	  degradación	  a	  través	  de	  las	  repeticiones	  de	  tipo	  Armadillo,	  previamente	  relacionadas	  con	  reacciones	  de	  ubiquitinación	  de	  sustratos	  proteosomales	  (Ju	  et	  al.,	  2007;	  	  Grynberg	  et	  al.,	  2003).	  	  5.4. Regulación	  de	  la	  actividad	  de	  los	  cofactores	  de	  unión	  a	  tubulina	  
	  Para	  los	  cofactores	  implicados	  en	  la	  ruta	  de	  la	  tubulina	  β,	  TBCD	  y	  TBCA,	  se	  han	  descrito	  dos	  proteínas	  que	  regulan	  la	  actividad	  de	  los	  mismos.	  Una	  de	  ellas	  es	  ARL2	  (del	  inglés	  ADP-­‐ribosylation	  factor-­‐like	  2),	  una	  pequeña	  proteína	  globular,	  de	  unos	  20	  kDa	  (Zhang	  et	  al.,	  2009;	  Hanzal-­‐Bayer	  et	  al.,	  2002),	  con	  actividad	  de	  hidrólisis	  de	  GTP,	  que	  interacciona	  específicamente	  con	  TBCD	  impidiendo	  su	  interacción	  con	   tubulina	  β (Bhamidipati	   et	  al.,	   2000;	   Shern	   et	  al.,	   2003).	   La	   otra	   proteína	   es	   	   CoZ	   (del	   inglés,	  
cofactor	  Z),	  que	  inhibe	  específicamente	  la	  interacción	  de	  TBCA	  con	  tubulina	  β (Llosa	  et	  al.,	  1996).	  En	  el	  caso	   de	   TBCA	   también	   se	   ha	   demostrado	   cómo	   la	   expresión	   del	   gel	   que	   codifica	   el	   cofactor	   A	   se	  encuentra	  regulada	  postranscripcionalmente	  por	  parte	  de	  un	  ARN	  antisentido	  no	  codificante	  durante	  la	   espermatogénesis	   en	   ratón,	   un	   proceso	   donde	   se	   requiere	   grandes	   reorganizaciones	   del	  citoesqueleto	  microtubular	  (Nolasco	  et	  al.,	  2012).	  
	  En	  el	  caso	  de	  los	  cofactores	  de	  tubulina	  α	  no	  se	  ha	  identificado	  por	  el	  momento	  ninguna	  proteína	  que	  regule	   su	   actividad.	   Sin	   embargo,	   si	   se	   ha	   descrito	   un	   mecanismo	   autoinhibitorio	   del	   extremo	  desestructutado	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  en	  TBCB	  (Carranza	  et	  al.,	  2012).	  También	  se	  ha	  demostrado	  como	  el	  dominio	  UBL	  de	  TBCB	  es	  sustrato	  de	  ciertas	  modificaciones	  postraduccionales	  que	  regulan	  la	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función	  de	  la	  proteína	  como	  la	  fosforilación,	  que	  estimula	  su	  actividad	  (Vadlamudi	  et	  al.,	  2005),	  o	  la	  nitración	  con	  un	  efecto	  antagónico	  al	  anterior	  (Rayala	  et	  al.,	  2007).	  Este	  mismo	  dominio	  UBL	  de	  TBCB	  interacciona	  con	  la	  proteína	  gigaxonina,	  lo	  que	  conduce	  a	  su	  ubiquitinación	  y	  degradación	  a	  través	  del	  proteosoma	  (Wang	  et	  al.,	  2005).	  Por	  último,	  el	  homólogo	  de	  TBCE	  en	  levaduras,	  Pac2,	   interacciona	  directamente	   con	  el	  proteosoma	  y	  dicha	   interacción	  media	   su	  propia	  degradación	   (Voloshin	  et	  al.,	  2010).	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Objetivos	  	  	  Los	  objetivos	  planteados	  en	  esta	  tesis	  doctoral	  fueron	  los	  siguientes:	  	  1. Caracterización	   de	   la	   estructura	   del	   cofactor	   de	   unión	   a	   tubulina	   TBCE	   mediante	  microscopía	  electrónica	  y	  procesamiento	  digital	  de	  imagen.	  	  2. Caracterización	   de	   la	   estructura	   del	   complejo	   ternario	   αEB	   mediante	   microscopía	  electrónica	  y	  procesamiento	  digital	  de	  imagen.	  	  	  3. Localización	   de	   las	   subunidades	   dentro	   de	   la	   densidad	   electrónica	   del	   complejo	  ternario	  y	  la	  topología	  relativa	  de	  los	  dominios	  de	  cada	  uno	  de	  los	  cofactores	  dentro	  del	  mismo	  complejo.	  	  4. Estudio	  de	  las	  interacciones	  entre	  TBCE	  y	  TBCB	  y	  de	  éstos	  con	  su	  sustrato,	  tubulina	  α,	  durante	  el	  proceso	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina.	  	  5. Estudio	  del	  mecanismo	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  mediado	  por	  los	  cofactores	   TBCB	   y	   TBCE,	   así	   como	   la	   implicación	   de	   estos	   cofactores	   en	   la	  homeostasis	  celular	  de	  tubulina	  α.	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1.	  EXPRESIÓN	  Y	  PURIFICACIÓN	  DE	  PROTEÍNAS	  	  1.1.	  Expresión	  y	  purificación	  de	  la	  proteína	  TBCE	  humana	  
	  
1.1.1.	  Clonación	  molecular	  
	  El	  ADNc	  de	  la	  proteína	  humana	  TBCE	  (con	  número	  de	  acceso	  U61232	  en	  la	  base	  de	  datos	  
UniPROT)	  se	  clonó	  en	  el	  vector	  pRJ-­‐pFastBac	  en	  el	   laboratorio	  del	  Dr.	   Juan	  Carlos	  Zabala	  (Universidad	   de	   Cantabria,	   Santander)	   para	   la	   construcción	   de	   un	   baculovirus	  recombinante	   mediante	   el	   sistema	   Bac-­‐to-­‐Bac	   (Invitrogen,	   Life	   Technologies,	   USA).	   Este	  sistema	  permite	   la	   recombinación	   de	   vectores	   específicos	   que	   albergan	   la	   secuencia	   del	  ADNc	  de	  la	  proteína	  TBCE	  bajo	  el	  control	  del	  promotor	  de	  la	  proteína	  viral	  polihedrina,	  en	  el	  propio	  genoma	  del	  virus	  AcNPV	  (del	  inglés,	  Autographa	  Californica	  Nuclear	  Polyhedrosis	  
Virus)	  o	  baculovirus,	  para	  su	  expression	  heteróloga	  (O’Reilly	  et	  al.,	  1994).	  	  
1.1.2.	  Expresión	  de	  la	  proteína	  
	  El	   baculovirus	   generado	   previamente	   se	   empleó	   en	   la	   infección	   de	   células	   de	   insecto	  comerciales	  Sf9	  (Spodoptera	  frugiperda)	  para	   la	  producción	  de	   la	  proteína	  recombinante	  TBCE.	  Dichas	  células	  se	  mantuvieron	  en	  cultivos	  en	  monocapa	  o	  en	  suspensión	  con	  medio	  TC-­‐100	   (Invitrogen,	  Life	  Technologies,	  USA)	   suplementado	  con	  10	  %	  FBS	   (Invitrogen,	  Life	  
Technologies,	  USA),	  1	  %	  de	  ácido	  plurónico	  (v/v)	  (Invitrogen,	  Life	  Technologies,	  USA)	  y	  1	  %	  de	   Penicilina/Estreptomicina	   (v/v)	   (Invitrogen,	   Life	   Technologies,	   USA),	   a	   28	   ºC	   y,	   en	   el	  caso	  de	  los	  cultivos	  en	  suspensión,	  con	  agitación	  (900	  rpm).	  
	  De	  forma	  estándar,	  se	  infectaron	  100	  millones	  de	  células	  Sf9	  en	  un	  cultivo	  en	  suspensión	  a	  una	   concentración	   de	   2x106	   células/ml	   con	   5	   ml	   de	   un	   tercer	   pase	   del	   stock	   viral	   que	  inicialmente	  tendría	  una	  multiplicidad	  de	  infección	  o	  MOI	  de	  2-­‐5	  virus/célula.	  Las	  células	  infectadas	  se	  incubaron	  a	  28	  ºC,	  en	  agitación	  (900	  rpm),	  durante	  72	  h.	  
	  Pasado	  el	  tiempo	  de	  infección,	  se	  recogieron	  las	  células	  mediante	  centrifugación	  de	  10	  min	  y	  5.000	  rpm	  a	  4	  ºC,	  en	  una	  centrifuga	  de	  mesa.	  El	  precipitado	  celular	  se	  lavó	  con	  10	  ml	  de	  PBS	  frío	  (Na2HPO4	  8	  mM;	  KH2PO4	  1,7	  mM;	  	  NaCl	  136	  mM;	  KCl	  2,6	  mM;	  pH	  7,4)	  y,	  tras	  una	  segunda	  centrifugación	  con	  los	  mismos	  parámetros,	  el	  precipitado	  se	  almacenó	  a	  –	  70	  °C	  hasta	  su	  purificación.	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1.1.3.	  Purificación	  de	  la	  proteína	  
	  En	   primer	   lugar,	   las	   células	   se	   resuspendieron	   en	   10	   ml	   de	   la	   solución	   tampón	  hipoosmótica	   (MES-­‐NaOH	  0,5	  mM	  pH	  6,5;	   PMSF	   1	  mM;	   y	   una	  mezcla	   de	   inhibidores	   de	  proteasas	  Complete	  Protease	  Inhibitor	  Cocktail®	   (Roche))	   y	   se	   incubaron	  durante	  10	  min	  en	   hielo	   para,	   a	   continuación,	   añadir	   EDTA	   hasta	   una	   concentración	   final	   de	   4	   mM.	  Posteriormente,	   la	   muestra	   se	   pasó	   varias	   veces	   por	   un	   homogeneizador	   de	   vidrio	   y	  finalmente	   se	   restauró	   la	   fuerza	   iónica	   de	   la	   solución	   añadiendo	   1,66	  ml	   de	   la	   solución	  tampón	  de	  recuperación	   (MES-­‐NaOH	  150	  mM	  pH	  6,5;	  EGTA	  60	  mM;	  EDTA	  120	  mM).	  La	  clarificación	  de	  la	  muestra	  se	  llevó	  a	  cabo	  mediante	  una	  centrifugación	  de	  25	  min	  a	  25.000	  rpm	   y	   4	   °C	   en	   un	   rotor	   SORVALL	   ss34	   (Thermo	   Fisher	   Scientific),	   y	   se	   recuperó	   el	  sobrenadante.	  La	  expresión	  de	   la	  proteína	  se	  evaluó	  mediante	  electroforesis	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	   al	   10	   %	   y	   en	   condiciones	   desnaturalizantes	   (PAGE-­‐SDS;	   del	   inglés,	  
polyacrylamide	  gel	  electrophoresis-­‐SDS)	  y	  mediante	  inmunodetección	  por	  Western-­‐Blot	  con	  anticuerpos	   policlonales	   específicos,	   producidos	   y	   purificados	   en	   el	   laboratorio	   del	   Dr.	  Juan	  Carlos	  Zabala,	  tal	  y	  como	  se	  detalla	  más	  adelante.	  
	   	   	  Las	   fracciones	   que	   contenían	   la	   proteína	   se	   cargaron	   en	   una	   resina	   de	   intercambio	  catiónico	   Streamline	   SP®	   (GE-­‐Healthcare)	   acoplada	   a	   un	   sistema	   ÄKTA	   FPLC®	   (GE-­‐
Healthcare)	   y	   empaquetada	   en	   una	   columna	   XK-­‐26	   (GE-­‐Healthcare)	   equilibrada	   en	   la	  solución	   tampón	   A	   (MES	   50	   mM	   pH	   6,0;	   NaCl	   5	   mM;	   EDTA	   2	   mM;	   PMSF	   0,5	   mM).	   La	  proteína	   eluyó	   con	   un	   gradiente	   lineal	   de	   5	  mM	   a	   1M	   de	  NaCl	   cuando	   la	   conductividad	  alcanzó	   valores	   de	   7,5	   a	   11,5	   mS/cm.	   Las	   fracciones	   recogidas	   se	   analizaron	   mediante	  PAGE-­‐SDS	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  al	  10	  %.	  
	  Las	   fracciones	   seleccionadas	   como	   las	   más	   enriquecidas	   en	   TBCE	   se	   juntaron	   y	   se	   les	  añadió	  (NH4)2SO4	  hasta	  una	  concentración	  final	  del	  20	  %	  (p/v).	  La	  muestra	  se	   incubó	  en	  hielo	  durante	  15	  min	  y	  posteriormente	  se	  centrifugó	  durante	  15	  min	  a	  15.000	  rpm	  y	  4	  ºC	  en	   un	   rotor	   SORVALL	   ss34.	   El	   sobrenadante	   se	   recuperó	   y	   se	   cargó	   en	   una	   columna	   de	  intercambio	  hidrófobo	  Phenyl	  Sepharose	  HP®	  (GE-­‐Healthcare)	  acoplada	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  FPLC®,	   y	   previamente	   equilibrada	   en	   la	   solución	   tampón	   A	   (K·PO4	   20	   mM	   pH	   6,0;	  (NH4)2SO4	  800	  mM;	  KCl	  10	  mM;	  EDTA	  2	  mM).	  La	  muestra	  se	  eluyó	  con	  un	  gradiente	  lineal	  de	  800	  mM	  a	  0	  mM	  de	  (NH4)2SO4,	  cuando	  la	  conductividad	  bajó	  hasta	  50-­‐55	  mS/cm.	  Las	  fracciones	  recogidas	  se	  analizaron	  mediante	  PAGE-­‐SDS	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  al	  10	  %.	  	  De	   nuevo,	   las	   fracciones	   seleccionadas	   del	   paso	   anterior	   de	   purificación	   se	   juntaron	   y	  concentraron	   mediante	   ultrafiltración	   con	   N2	   gas	   en	   celdas	   Amicon®	   (Millipore)	  empleando	  membranas	  de	  nitrocelulosa	  regenerada	  con	  un	  límite	  de	  exclusión	  de	  30	  kDa.	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Este	   paso	   de	   concentración	   de	   la	   proteína	   TBCE	   requirió	   del	   pretratamiento	   de	   la	  membrana	  de	  ultrafiltración	  y	  de	  la	  propia	  muestra	  con	  0,15	  %	  del	  detergente	  Octyl-­‐β-­‐D-­‐glucopiranósido	   (Sigma-­‐Aldrich).	   La	   muestra	   así	   concentrada	   volvió	   a	   diluirse	   para	  asegurarse	  de	  haber	  reducido	  lo	  suficiente	  la	  conductividad	  de	  la	  muestra	  y	  finalmente	  se	  cargó	   en	   una	   columna	   de	   intercambió	   aniónico	   Mono	   Q	   4,6/100	   PE®	   (GE-­‐Healthcare)	  acoplada	   a	   un	   sistema	   ÄKTA	   purifier®	   (GE-­‐Healthcare).	   Esta	   columna	   se	   equilibró	   en	   la	  solución	  tampón	  A	  (K·PO4	  10	  mM	  pH	  7,0;	  EDTA	  1	  mM;	  NaCl	  5	  mM)	  y	  la	  muestra	  se	  eluyó	  con	   un	   gradiente	   lineal	   de	   NaCl	   cuando	   se	   alcanzó	   una	   concentración	   de	   esta	   sal	   entre	  	  	  	  	  20	   mM	   y	   40	   mM.	   De	   nuevo	   las	   fracciones	   recogidas	   que	   contenían	   mayor	   cantidad	   de	  TBCE	  purificada	  se	  seleccionaron	  mediante	  PAGE-­‐SDS	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  al	  10	  %.	  	  
1.1.4.	  Estimación	  de	  la	  concentración	  de	  la	  proteína	  
	  La	  concentración	  de	  proteína	  se	  estimó	  por	  una	  parte	  empleando	  el	  método	  de	  Bradford	  (Bradford,	   1976)	   (Bio-­‐Rad).	   La	   concentración	   inicial	   de	   proteína	   se	   estimó	   interpolando	  los	   resultados	   de	   la	   muestra	   problema	   en	   la	   recta	   patrón	   trazada	   al	   mismo	   tiempo.	   El	  resultado	  obtenido	  se	  comparó	  con	  el	  obtenido	  al	  medir	  directamente	  la	  absorbancia	  de	  la	  muestra	   a	   280	   nm	   en	   un	   espectrofotómetro	   ND-­‐1000	   NanoDrop®	   (Thermo	   Fisher	  
Scientific)	   y	   calcular	   la	   concentración	   a	   partir	   de	   la	   ecuación	   de	   Lambert-­‐Beer	   donde	   se	  aplicó	  el	  coeficiente	  de	  extinción	  molar	  teórico	  calculado	  con	  la	  herramienta	  ProtParam®	  del	  servidor	  ExPASy	  (Gasteiger	  et	  al.,	  2005).	  
	  Finalmente	   se	   repitió	   la	   concentración	   de	   la	   muestra	   tal	   y	   como	   se	   ha	   descrito	  anteriormente.	   Alícuotas	   de	   la	   muestra	   concentrada	   se	   congelaron	   en	   N2	   líquido	   y	   se	  almacenaron	  a	  –70	  ºC.	  	  
1.1.5.	  Inmunodetección	  mediante	  Western-­‐Blot	  	  Los	  ensayos	  de	  inmunodetección	  realizados	  tanto	  con	  TBCE	  como	  con	  el	  resto	  de	  muestras	  cuyo	   protocolo	   de	   purificación	   se	   detalla	   más	   adelante,	   se	   llevaron	   a	   cabo	   mediante	   la	  técnica	  de	  Western-­‐Blot.	   Para	  ello,	   tras	  un	  ensayo	  PAGE-­‐SDS	  de	   la	  muestra	  biológica,	   las	  distintas	  bandas	  de	  proteína	  separadas	  en	  función	  de	  su	  tamaño	  se	  transfirieron	  mediante	  el	   sistema	   Trans-­‐Blot	   Semi-­‐Dry	   Transfer	   Blot®	   (BioRad)	   a	   membranas	   de	   nitrocelulosa	  mediante	  una	  electrotransferencia	  semi-­‐seca	  de	  45-­‐50	  min	  y	  una	  diferencia	  de	  potencial	  constante	   de	   15	   V.	   Tras	   comprobar	   la	   presencia	   de	   las	   proteínas	   en	   la	   membrana	   de	  transferencia	  mediante	  tinción	  de	  Ponceau	  reversible	  (rojo	  Ponceau	  0,2%	  y	  ácido	  acético	  10%),	  ésta	   se	   incubó	  con	  una	  solución	  de	  bloqueo	  primero	   (PBS	  1x,	  Tween20	  0,001%	  y	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leche	  desnatada	  3%)	  y	  con	  el	  anticuerpo	  primario	  específico	  después.	  Tanto	  la	  dilución	  del	  anticuerpo	   en	   la	   misma	   solución	   de	   bloqueo	   como	   los	   tiempos	   de	   incubación	   variaron	  dependiendo	  de	  la	  proteína	  que	  se	  pretendía	  detectar	  (Tabla	  1).	  Tras	  lavar	  la	  membrana	  en	  una	  solución	  de	  PBS	  suplementada	  con	  Tween-­‐20	  0,001%,	  y	  dependiendo	  del	   tipo	  de	  anticuerpo	  primario	   empleado,	   se	   incubó	   la	  muestra	   con	   el	   anticuerpo	   secundario	   en	   la	  condiciones	  descritas	  en	  la	  tabla	  1.	  Finalmente,	  la	  presencia	  de	  las	  proteínas	  se	  detectó	  en	  películas	   fotográficas	  Kodak	  Biomax®	   (Kodak)	   tras	   la	   incubación	   de	   la	  membrana	   con	   el	  reactivo	  ECL	  Plus®	  (GE-­‐Healthcare).	  	  
Anticuerpos	  Primarios	  
Proteína	   Tipo	   Especie	   Dilución	  empleada	  
Tiempo	  de	  
Incubación	   Procedencia	  
TBCB	  
murina	  
Policlonal	  (purificado	  por	  afinidad)	   Conejo	   1/2.000	   2h	   Laboratorio	  	  Dr.	  Juan	  Carlos	  Zabala	  
TBCE	  
humana	  
Policlonal	  (purificado	  por	  afinidad)	   Conejo	   1/2.000	   2h	   Laboratorio	  	  Dr.	  Juan	  Carlos	  Zabala	  
Motivo	  
HIS6	  
Monoclonal	  conjugado	   Ratón	   1/4.000	   4h	  	   Comercial	  Sigma-­‐Aldrich	  (ref.	  A7058)	  
Anticuerpos	  Secundarios	  
Reactividad	   Tipo	   Especie	   Dilución	  empleada	  
Tiempo	  de	  
Incubación	   Procedencia	  
Ratón	   IgG	   (conjugado	  con	  peroxidasa)	   Oveja	   1/5.000	   30	  min-­‐	  1h	   GE-­‐Healthcare	  Ref.	  NA931	  
Conejo	   IgG	   (conjugado	  con	  peroxidasa)	   Burro	   1/5.000	   30	  min-­‐	  1h	   GE-­‐Healthcare	  Ref.	  NA9340	  	  
Tabla	  1.	  Anticuerpos	  empleados	  en	  los	  ensayos	  de	  inmunodetección	  de	  proteínas	  mediante	  
Western-­‐Blot.	  Se	  muestran	  los	  distintos	  tipos	  de	  anticuerpos	  primarios	  y	  secundarios	  empleados,	  así	   como	   las	   condiciones	   utilizadas	   en	   cada	   caso	   y	   las	   especificaciones	   de	   cada	   uno	   de	   los	  anticuerpos.	  	  	  1.2.	  Expresión	  y	  purificación	  de	   los	  dominios	  aislados	  CAP-­‐Gly	  y	  UBL	  de	  TBCE	  (TBCECG	  y	  TBCEUBL	  respectivamente)	  	  Los	   dominios	   CAP-­‐Gly	   (TBCECG)	   y	   UBL	   (TBCEUBL)	   de	   la	   proteína	   TBCE	   humana	   fueron	  diseñados,	   clonados,	   expresados	  y	  purificados	  en	  el	   laboratorio	  del	  Dr.	  Miquel	  Coll	   (IRB,	  
Barcelona).	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1.3.	  Expresión	  y	  purificación	  de	  la	  proteína	  TBCB	  humana	  	  
	  
1.3.1.	  Clonación	  molecular	  
	  El	  ADNc	  de	  la	  proteína	  TBCB	  humana	  (con	  número	  de	  acceso	  Q99426 en	  la	  base	  de	  datos	  
UniPROT)	  se	  clonó	  en	  el	  vector	  pET29c	  (+)	  (Novagen,	  Millipore,	  USA)	  para	  su	  expresión	  en	  sistemas	  procariotas,	  en	  el	  laboratorio	  del	  Dr.	  Juan	  Carlos	  Zabala.	  
 
1.3.2.	  Expresión	  de	  la	  proteína	  
	  Células	   competentes	   de	   la	   cepa	   BL21(DE3)pLysS	   de	   Escherichia	   coli	   se	   transformaron	  mediante	   choque	   térmico	   con	   el	   plásmido	   recombinante	   que	   contenía	   la	   secuencia	   del	  ADNc	  de	  TBCB.	  Dichas	  bacterias	  recombinantes	  crecieron	  en	  un	  cultivo	  de	  1	  l	  de	  medio	  LB	  (bactotriptona	   1%	   (p/v);	   extracto	   de	   levadura	   0,5%	   (p/v);	   NaCl	   0,5%	   (p/v))	  suplementado	   con	   50	  µg/mL	   de	   kanamicina,	   a	   37	   ºC	   y	   agitación	   (200	   rpm),	   	   hasta	   que	  alcanzó	  una	  densidad	  óptica	  a	  600	  nm	  (DO600	  nm)	  de	  0,6.	  En	  ese	  momento,	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  se	  indujo	  con	  la	  adición	  al	  medio	  de	  IPTG	  a	  una	  concentración	  final	  de	  1	  mM.	  El	  cultivo	   inducido	   se	  mantuvo	  durante	  6	  h	   a	  37	   °C	   y	   agitación	   (200	   rpm).	   Finalmente,	   las	  bacterias	  se	  recuperaron	  mediante	  una	  centrifugación	  de	  10	  min	  a	  6.000	  rpm	  y	  4	  ºC,	  en	  un	  rotor	   SORVALL	   GS-­‐3	   (Thermo	   Fisher	   Scientific).	   El	   precipitado	   de	   bacterias	   se	   lavó	   con	  MES-­‐NaOH	   500	   mM	   pH	   6,7,	   y	   se	   volvió	   a	   concentrar	   mediante	   un	   segundo	   paso	   de	  centrifugación	   con	   los	   mismos	   parámetros	   que	   el	   anterior.	   Finalmente,	   las	   bacterias	   se	  congelaron	  con	  N2	  líquido	  y	  se	  almacenaron	  a	  	  -­‐70	  ºC	  hasta	  el	  momento	  de	  la	  purificación.	  	  
1.3.3.	  Purificación	  de	  la	  proteína	  
	  Las	  bacterias	  que	  habían	  expresado	  la	  proteína	  TBCB	  recombinante	  se	  resuspendieron	  en	  una	   solución	  de	   lisis	  hipoosmótica	   (Tris-­‐HCl	  40	  mM	  pH	  8,0;	  0,5	  mM	  PMSF	  que	   contiene	  una	  mezcla	  de	  inhibidores	  de	  proteasas	  Complete	  Protease	  Inhibitor	  Cocktail®),	  a	  razón	  de	  10	  ml	  de	  solución	  de	  lisis	  por	  cada	  litro	  de	  cultivo	  inducido.	  La	  muestra	  se	  incubó	  en	  hielo	  durante	  15	  min	  para	  posteriormente	  someterla	  a	  sonicación	  en	  un	  baño	  de	  hielo.	  Para	  ello	  se	  aplicaron	  pulsos	  de	  ultrasonidos	  de	  10	  s	  con	  intervalos	  de	  descanso	  de	  15	  s,	  en	  un	  total	  de	   2	   min	   de	   sonicación,	   con	   una	   amplitud	   del	   60%.	   A	   continuación,	   el	   extracto	   de	  proteínas	  se	  clarificó	  mediante	  una	  centrifugación	  de	  40	  min	  a	  20.000	  rpm	  y	  4	  ºC,	  en	  un	  rotor	  SORVALL	  ss34.	  
	  El	   extracto	   de	   proteínas	   solubles	   se	   sometió	   a	   una	   precipitación	   con	   (NH4)2SO4	   al	   40%.	  Tras	  15	  min	  de	  incubación	  en	  hielo,	  se	  centrifugó	  durante	  15	  min	  a	  15.000	  rpm	  y	  	  4	  ºC,	  en	  un	  rotor	  SORVALL	  ss34,	  y	  se	  descartó	  el	  sobrenadante.	  El	  precipitado	  se	  resuspendió	  en	  5	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mL	  de	  una	  solución	  A.1	  (MES-­‐NaOH	  50	  mM	  pH	  6,0;	  NaCl	  5	  mM;	  MgCl2	  1	  mM;	  DTT	  1	  mM;	  PMSF	  0,5	  mM)	   y	   se	   dializó	   en	   tripas	   de	   diálisis	   previamente	   hervidas	   en	   EDTA	  1	  mM	  y	  lavadas	  con	  H2O	  mQ,	  frente	  a	  un	  1l	  de	  la	  misma	  solución	  A.1,	  durante	  3-­‐4	  h	  a	  4	  ºC.	  	  Tras	  la	  diálisis,	  la	  muestra	  se	  centrifugó	  de	  nuevo	  durante	  15	  min	  a	  15.000	  rpm	  y	  	  4	  ºC,	  en	  un	   rotor	   SORVALL	   ss34,	   y	   a	   continuación	   se	   cargó	   en	   una	   columna	   de	   intercambio	  catiónico	  HiTrap	  SP	  HP®	   de	   5	  mL	   (GE-­‐Healthcare)	   acoplada	   a	   un	   sistema	  ÄKTA	  FPLC®	   y	  equilibrada	   en	   la	  misma	   solución	  A.1.	   La	  muestra	   eluyó	   con	  un	   gradiente	   lineal	   de	  NaCl	  cuando	   se	   alcanzó	   un	   valor	   de	   conductividad	   aproximado	   de	   12	  mS/cm.	   Las	   fracciones	  recogidas	   se	   analizaron	   mediante	   PAGE-­‐SDS	   en	   geles	   de	   poliacrilamida	   al	   12	   %.	  Finalmente	   se	   seleccionaron	   y	   juntaron	   aquellas	   que	   contenían	   mayor	   cantidad	   y	  homogeneidad	  de	  la	  proteína	  TBCB.	  
	  El	   conjunto	   de	   las	   fracciones	   obtenidas	   se	   cargó	   directamente	   en	   la	   columna	   de	  intercambio	  catiónico	  HiTrap	  Blue®	  de	  1	  mL	  (GE-­‐Healthcare)	  acoplada	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  
FPLC®	  y	  equilibrada	  en	  la	  misma	  solución	  A.1;	  y	  de	  nuevo	  se	  eluyó	  con	  un	  gradiente	  lineal	  de	  NaCl.	  Tras	  analizar	  las	  fracciones	  recogidas	  en	  PAGE-­‐SDS	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %,	  se	  juntaron	  aquellas	  fracciones	  enriquecidas	  con	  TBCB.	  
	  A	   continuación,	   la	   muestra	   se	   concentró	   mediante	   centrifugación	   con	   concentradores	  
Amicon®	  Ultracel	   y	   filtros	   de	   celulosa	   regenerada	   de	   un	   tamaño	   de	   poro	  máximo	   de	   10	  kDa,	  en	  una	  centrífuga	  Eppendorff	  5804	  durante	  25	  min,	  en	  intervalos	  de	  5-­‐10	  min,	  a	  4.000	  rpm	  y	  4	  ºC,	  hasta	  un	  volumen	  máximo	  de	  250	  µl.	  La	  muestra	  así	  concentrada	  se	  cargó	  en	  una	  columna	  de	  exclusión	  molecular	  Superdex	  75	  30/100	  GL®	  (GE-­‐Healthcare)	  acoplada	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  purifier®	  y	  equilibrada	  en	  la	  solución	  A.2	  (BisTris	  20	  mM	  pH	  7,0;	  KCl	  100	  mM;	  DTT	  1	  mM;	  PMSF	  0,5	  mM),	  donde	  la	  proteína	  eluyó	  a	  los	  11	  ml	  aproximadamente.	  
	  A	  continuación	  se	  estimó	  la	  concentración	  de	  la	  muestra	  purificada	  mediante	  el	  método	  de	  Bradford,	   tal	   y	   como	   se	   detalla	   en	   el	   protocolo	   de	   purificación	   de	   TBCE.	   Finalmente,	   la	  muestra	   se	   concentró	   según	   el	   protocolo	   descrito	   anteriormente,	   y	   las	   alícuotas	  resultantes	  se	  congelaron	  en	  N2	  líquido	  y	  se	  almacenaron	  a	  –70	  ºC.	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1.4.	   Expresión	   y	   purificación	   de	   la	   proteína	  TBCB	  marcada	   con	   un	  motivo	   hexahistidina	  (TBCBHIS)	  	  
1.4.1.	  Clonación	  molecular	  
	  Se	  diseñó	  una	  estrategia	  de	  clonación	  tal	  que	  al	  ADNc	  de	   la	  proteína	  TBCB	  humana	  (con	  número	  de	   acceso	  Q99426 en	   la	   base	  de	  datos	  UniPROT)	   se	   le	   añadió	  mediante	  PCR	  un	  motivo	   de	   hexahistidina	   en	   el	   extremo	   amino	   terminal	   que	   facilitase	   su	   purificación	   y	  permitiese	   llevar	  a	   cabo	  posteriormente	  ensayos	  de	   interacción	  con	  proteínas	  y	  marcaje	  molecular.	  Para	  ello	  se	  introdujo	  la	  secuencia	  del	  motivo	  hexahistidina	  junto	  a	  la	  diana	  de	  restricción	   NdeI	   en	   el	   cebador	   directo	   (5’	  GCAATTCCATATGcaccatcaccatcaccatGAGGTGACGGGG	  3’,	   con	   la	  diana	  de	  restricción	  NdeI	  subrayada,	   el	   codón	   de	   iniciación	   en	   negrita	   y	   la	   secuencia	   del	  motivo	   hexahistidina	   en	  minúsculas),	   y	   la	   diana	   de	   restricción	   BamHI	   en	   el	   cebador	   reverso	   (5’	  GCAACGGGATCCTCACATCTCGTCCAACCCGTAGTCC	   3’,	   con	   la	   diana	   de	   restricción	  BamHI	  subrayada	   y	   el	   codón	   de	   terminación	   ópalo	   en	   negrita).	   La	   reacción	   de	   PCR	   se	   diseñó	  teniendo	  en	  cuenta	   la	  temperatura	  de	  fusión	  del	  par	  de	  oligonucleótidos	  y	   la	   longitud	  en	  pares	  de	  bases	  nitrogenadas	  del	  ADN	  a	  amplificar,	  y	  se	   llevó	  a	  cabo	  en	  un	  termociclador	  
2720	  (Applied	  Biosystems,	  Life	  TechnologiesTM)	  .	  
	  Con	  el	  producto	  resultante	  de	  la	  PCR,	  se	  llevó	  a	  cabo	  una	  clonación	  direccional	  a	  través	  de	  las	  dianas	  de	  restricción	  introducidas	  en	  el	  vector	  pET3a	  (Novagen,	  Millipore,	  USA)	  para	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  en	  sistemas	  procariotas	  bajo	  el	  control	  del	  promotor	  de	  T7.	  	  
1.4.2.	  Expresión	  de	  la	  proteína	  
	  El	   plásmido	   recombinante	   pET3a-­‐TBCBHIS	   se	   purificó	   para	   transformar	   células	  competentes	   BL21(DE3)pLysS	   de	   Escherichia	   coli	   mediante	   choque	   térmico.	   A	  continuación	   se	   lanzó	   un	   cultivo	   de	   2l	   de	  medio	   LB	   suplementado	   con	   ampicilina	   a	   una	  concentración	  final	  del	  100	  µg/ml	  con	  las	  bacterias	  transformadas,	  y	  se	  dejó	  en	  incubación	  a	  37	  ºC	  y	  agitación	  (200	  rpm)	  hasta	  que	  se	  alcanzó	  una	  DO600nm	  de	  0,6.	  En	  ese	  momento	  se	  indujo	   la	   expresión	   de	   la	   proteína	   añadiendo	   IPTG	   al	   medio	   hasta	   alcanzar	   una	  concentración	  final	  de	  1	  mM	  y	  se	  dejó	  el	  cultivo	  en	  las	  mismas	  condiciones	  de	  crecimiento	  2	  horas	  después	  de	  la	  inducción.	  Pasado	  ese	  tiempo,	  las	  bacterias	  se	  recogieron	  mediante	  una	   centrifugación	   de	   10	   min	   a	   6.000	   rpm	   y	   4	   ºC,	   en	   un	   rotor	   SORVALL	   GS-­‐3.	   El	  precipitado	   bacteriano	   se	   lavó	   con	   10	   ml	   de	   MES-­‐NaOH	   50	   mM	   pH	   6,7,	   y	   se	   volvió	   a	  precipitar	  con	  una	  segunda	  centrifugación	  con	  los	  mismos	  parámetros	  que	  la	  anterior.	  El	  precipitado	  se	  congeló	  finalmente	  a	  -­‐70	  ºC	  hasta	  el	  inicio	  de	  la	  purificación.	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1.4.3.	  Purificación	  de	  la	  proteína	  
	  Al	   igual	   que	   en	   el	   caso	   de	   la	   proteína	   TBCB	   humana,	   se	   resuspendió	   el	   cultivo	   en	   una	  solución	  de	   lisis	   hipoosmótica	   (Tris-­‐HCl	   40	  mM	  pH	  8,0;	   0,5	  mM	  PMSF;	   y	   una	  mezcla	   de	  inhibidores	   de	   proteasas	   Complete	   Protease	   Inhibitor	   Cocktail®),	   a	   razón	   de	   10	   ml	   de	  solución	  de	  lisis	  por	  cada	  litro	  de	  cultivo	  inducido.	  Tras	  15	  min	  de	  incubación	  en	  hielo,	  la	  lisis	   celular	   se	   completó	   mediante	   3	   min	   de	   sonicación	   repartidos	   en	   pulsos	   de	  ultrasonidos	  de	  15	  s,	  con	  una	  amplitud	  del	  60%	  y	  descansos	  de	  10	  s,	  en	  un	  baño	  de	  hielo.	  La	  clarificación	  del	  extracto	  se	   llevó	  a	  cabo	  de	  nuevo	  mediante	  una	  centrifugación	  de	  40	  min	  a	  20.000	  rpm	  y	  	  4	  ºC,	  en	  un	  rotor	  SORVALL	  ss34	  .	  
	  La	  fracción	  soluble	  del	  extracto	  de	  proteínas	  se	  cargó	  en	  una	  columna	  de	  afinidad	  HisTrap	  
HP®	  de	  1	  ml	  acoplada	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  FPLC®	  y	  equilibrada	  en	  la	  solución	  A.1	  (Tris-­‐HCl	  40	  mM	  pH	  8,0;	  NaCl	  100	  mM;	  Imidazol	  10	  mM;	  DTT	  1	  mM;	  PMSF	  1	  mM).	  La	  muestra	  eluyó	  en	   un	   gradiente	   lineal	   de	   Imidazol.	   Las	   fracciones	   recogidas	   se	   analizaron	  PAGE-­‐SDS	   en	  geles	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %	  y,	  aquellas	  que	  contuvieron	  mayor	  cantidad	  y	  pureza	  de	  la	  proteína	  TBCBHIS	  se	  juntaron.	  	  Dichas	   fracciones	   se	   concentraron	   hasta	   un	   volumen	   máximo	   de	   250	   µl	   mediante	  centrifugación	   con	   los	   mismos	   concentradores	   Amicon®	   Ultra	   Cell	   empleados	   en	   la	  purificación	   de	   TBCB	   y	   siguiendo	   el	   mismo	   protocolo	   descrito.	   Finalmente,	   la	   muestra	  concentrada	   se	   cargó	   en	   una	   columna	   de	   exclusión	   molecular	   Superdex	   75	   30/100	   GL®	  (GE-­‐Healthcare)	   acoplada	   a	   un	   sistema	   ÄKTA	   purifier®	   y	   equilibrada	   en	   la	   solución	   A.2	  (MES-­‐NaOH	   100	   mM	   pH	   6,7;	   KCl	   25	   mM;	   MgCl2	   1	   mM).	   La	   muestra	   eluyó	   a	   los	   10	   ml	  aproximadamente.	  En	  este	  caso,	  la	  elevada	  concentración	  de	  la	  muestra	  obtenida	  tras	  este	  último	  paso	  de	  purificación	  permitió	  hacer	  alícuotas	  y	  congelar	  directamente	   la	  muestra	  en	  N2	  líquido	  para,	  posteriormente,	  almacenarla	  a	  –	  70	  ºC.	  Previamente	  se	  había	  estimado	  la	   concentración	   de	   la	   muestra	   siguiendo	   los	   métodos	   descritos	   en	   el	   protocolo	   de	  purificación	  de	  TBCE.	  	  	  1.5.	  Expresión	  y	  purificación	  del	  dominio	  UBL	  de	  la	  proteína	  TBCB	  marcado	  con	  un	  motivo	  hexahistidina	  (TBCBUBL)	  	  
1.5.1.	  Diseño	  del	  mutante	  TBCBUBL	  	  Para	  llevar	  a	  cabo	  la	  construcción	  recombinante	  del	  dominio	  aislado	  de	  TBCB	  se	  diseñaron	  oligonucleótidos	   específicos	   que	   amplificasen	   de	   forma	   selectiva	   la	   región	  correspondiente	  a	  este	  dominio	  en	  el	  ADNc	  molde	  correspondiente	  a	  la	  proteína	  completa.	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Para	   seleccionar	   convenientemente	   la	   secuencia	   correspondiente	   al	   dominio	   se	   llevó	   a	  cabo	   un	   estudio	   de	   dicha	   secuencia	   mediante	   una	   combinación	   de	   métodos	  computacionales	  que	   incluyeron	  programas	  de	  predicción	  de	  estructura	  secundaria	  tales	  como	  PredictProtein	   (Rost	  et	  al.,	   2004),	   Jpred	  3	   (Cole	  et	  al.,	   2008),	   o	  COILS	   (Lupas	  et	  al.,	  1991);	   programas	   de	   comparación	   y	   alineamiento	   de	  múltiples	   secuencias	   de	  ADN	  y	   de	  proteínas	   tales	   como	   Clustal	   W2	   (Thompson	   et	   al.,	   1995)	   y	   análisis	   de	   alineamiento	  dirigido	   con	   estructuras	   de	   proteínas	   tales	   como	   STRAP	   (Gille	   y	   Frömmel,	   2001)	   o	  PRALINE	  (Simossis	  y	  Heringa,	  2005).	  De	  esta	  manera	  se	  seleccionaron	  los	  aminoácidos	  1	  a	  93	   como	   aquellos	   que	   codifican	   el	   dominio	   UBL	   aislado	   de	   la	   proteína	   TBCB	   cuyo	  equivalente	  en	  la	  secuencia	  del	  ADNc	  corresponde	  a	  las	  bases	  nitrogenadas	  1	  a	  279.	  
	  La	   región	   truncada	   de	   la	   proteína	   se	   seleccionó	   de	   tal	   manera	   que	   existieran	   unos	  aminoácidos	  de	  estructura	  desorganizada	  junto	  a	  la	  región	  truncada	  para	  poder	  incluir	  un	  motivo	  de	  seis	  histidinas.	  	  	  
1.5.2.	  Clonación	  molecular	  
	  Tras	  seleccionar	  la	  región	  de	  interés	  a	  amplificar	  en	  la	  reacción	  de	  PCR	  para	  la	  expresión	  del	  dominio	  UBL	  aislado	  se	  diseñaron	  los	  oligonucleótidos	  específicos	  introduciendo	  una	  diana	   de	   restricción	   en	   el	   extremo	   5’	   de	   la	   secuencia	   con	   el	   cebador	   directo	   (5’	  GCAATTCCATATGGAGGTGACGGGGGTGTCGGCACC	   3’,	   con	   la	   diana	   de	   restricción	   NdeI	  subrayada	   y	   el	   codón	   de	   iniciación	   en	   	   negrita),	  mientras	   que	   en	   el	   cebador	   reverso	   se	  añadió,	   a	   parte	   de	   la	   diana	   de	   restricción	   que	   permitió	   una	   clonación	   direccional,	   la	  secuencia	   que	   contenía	   el	   motivo	   hexahistidinas	   (5’	  AACGGGATCCTCAatggtgatggtgatggtgGGCGCCACTGTGG	  3’,	  con	  la	  diana	  de	  restricción	  NdeI	  subrayada,	   el	   codón	   de	   terminación	   ópalo	   en	   	   negrita	   y	   la	   secuencia	   del	   motivo	  hexahistidinas	  en	  letra	  minúscula).	  
	  La	   secuencia	   de	   ADNc	   obtenida	   tras	   la	   amplificación	   de	   la	   PCR	   se	   clonó	   de	   forma	  direccional	   en	   el	   vector	   pET3a	   para	   llevar	   a	   cabo	   su	   expresión	   en	   sistemas	   procariotas	  bajo	  el	  control	  del	  promotor	  de	  T7.	  	  
1.5.3.	  Expresión	  de	  la	  proteína	  
	  La	  cepa	  de	  expresión	  BL21(DE3)pLysS	  de	  Escherichia	  coli	   se	   transformó	  con	  el	  plásmido	  recombinante	   pET3a-­‐TBCBUBL	   mediante	   choque	   térmico.	   Se	   lanzó	   un	   cultivo	   de	   2	   l	   con	  estas	   bacterias	   recombinantes	   en	  medio	   LB	   con	   ampicilina	   a	   una	   concentración	   final	   de	  100	  µg/ml	  y	  se	  dejó	  crecer	  a	  37	  ºC	  y	  agitación	  (200	  rpm)	  hasta	  que	  se	  alcanzó	  una	  DO600nm	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de	  0,6.	  En	  ese	  momento	  se	  indujo	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  al	  añadir	  IPTG	  al	  medio	  hasta	  una	  concentración	  final	  de	  1	  mM	  y	  se	  incubó	  el	  cultivo	  durante	  toda	  la	  noche	  (16	  h)	  a	  30	  ºC	  y	  agitación	  (200	  rpm).	  Las	  células	  se	  concentraron	  mediante	  una	  centrifugación	  de	  10	  min	  a	  6.000	  rpm	  y	  4	  ºC,	  en	  un	  rotor	  SORVALL	  GS-­‐3;	  se	  lavaron	  con	  10	  ml	  de	  MES-­‐NaOH	  50	  mM	  pH	   6,7;	   se	   volvieron	   a	   precipitar	   con	   una	   segunda	   centrifugación	   con	   los	   mismos	  parámetros	   que	   la	   anterior,	   y	   se	   congelaron	   finalmente	   a	   -­‐70	   ºC	   hasta	   el	   inicio	   de	   la	  purificación.	  	  	  
1.5.4.	  Purificación	  de	  la	  proteína	  
	  La	  preparación	  del	  extracto	  de	  proteínas	  solubles	  se	  llevó	  a	  cabo	  siguiendo	  los	  protocolos	  de	   lisis	   celular	   y	   clarificación	   del	   extracto	   mediante	   centrifugación	   descritos	   en	   el	  protocolo	  de	  purificación	  de	  las	  proteínas	  TBCB	  y	  TBCBHIS.	  	  A	  continuación,	  la	  muestra	  se	  introdujo	  en	  una	  columna	  de	  afinidad	  HisTrap	  HP®	  de	  1	  mL	  acoplada	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  FPLC®	  y	  equilibrada	  en	  la	  solución	  A.1	   	  (Tris-­‐HCl	  40	  mM	  pH	  8,0;	  NaCl	   150	  mM;	   Imidazol	   10	  mM;	  DTT	  1	  mM;	   PMSF	   1	  mM).	   La	   proteína	   eluyó	   en	   un	  gradiente	  lineal	  de	  Imidazol	  cuando	  se	  alcanzó	  una	  concentración	  aproximada	  de	  300	  mM.	  Las	   fracciones	   recogidas	   se	  analizaron	  mediante	  PAGE-­‐SDS	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %.	  
	  Las	   muestras	   que	   contenían	   la	   proteína	   TBCBCG	   se	   juntaron	   y	   dializaron	   en	   tripas	   de	  diálisis,	  previamente	  tratadas	  con	  EDTA	  1	  mM	  y	  lavadas	  con	  H20	  mQ,	  durante	  2	  h	  frente	  a	  1	  l	  de	  la	  solución	  A.2	  (Tris-­‐HCl	  40	  mM	  pH	  8,0;	  NaCl	  50	  mM;	  Imidazol	  10	  mM;	  DTT	  1	  mM;	  PMSF	   1	   mM).	   Pasado	   ese	   tiempo,	   la	   muestra	   dializada	   se	   cargó	   en	   una	   columna	   de	  intercambio	   aniónico	   HiTrap	   Q	   FF®	   de	   5	   ml	   acoplada	   a	   un	   sistema	   ÄKTA	   FPLC®	   y	  equilibrada	   en	   la	  misma	   solución	   A.2.	   La	  muestra	   eluyó	   en	   un	   gradiente	   lineal	   de	   NaCl	  cuando	  se	  alcanzó	  una	  conductividad	  aproximada	  de	  17-­‐18	  mS/cm.	  
	  Finalmente,	   la	   muestra	   se	   concentró	   mediante	   ultrafiltración	   en	   una	   celda	   de	  concentración	   Amicon®	   y	   con	   filtros	   de	   celulosa	   regenerada	   con	   un	   tamaño	   de	   poro	  máximo	   de	   3	   kDa.	   Tras	  medir	   la	   concentración	   de	   la	  muestra,	   alícuotas	   de	   la	  misma	   se	  congelaron	  con	  N2	  líquido	  y	  almacenaron	  a	  -­‐70	  ºC.	  	  De	   manera	   analítica,	   la	   muestra	   purificada	   se	   cargó	   en	   una	   columna	   de	   exclusión	  molecular	  Superdex	  200	  PC	  3.2/30®	  acoplada	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  purifier®	  y	  equilibrada	  en	  la	  solución	  A.3	  (MES-­‐NaOH	  100	  mM	  pH	  6,7;	  KCl	  25	  mM;	  MgCl2	  1	  mM).	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1.6.	   Expresión	   y	   purificación	   del	   dominio	   CAP-­‐Gly	   de	   la	   proteína	   TBCB	  marcado	   con	   un	  motivo	  hexahistidina	  (TBCBCG)	  	  
1.6.1.	  Diseño	  del	  mutante	  de	  TBCBCG	  	  Tal	   y	   como	   se	   ha	   detallado	   anteriormente,	   se	   combinaron	   una	   serie	   de	   métodos	  computacionales	  de	  alineamiento	  y	  comparación	  de	  secuencias	  para	  delimitar	  la	  secuencia	  que	  codifica	  el	  dominio	  aislado	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  para	  llevar	  a	  cabo	  el	  diseño	  del	  mutante	  de	  la	  proteína	  truncada.	  De	  esta	  manera	  se	  seleccionaron	  los	  aminoácidos	  134	  a	  244,	  que	  corresponden	  a	  las	  bases	  403	  a	  732,	  para	  la	  clonación	  y	  expresión	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly.	  De	  la	  misma	  manera	   que	   en	   el	   caso	   anterior,	   la	   región	   por	   donde	   se	   trunca	   la	   proteína	   se	  seleccionó	  teniendo	  en	  cuenta	  que	  se	   iba	  a	  añadir	  un	  motivo	  hexahistidina	  en	  esa	  región	  por	   lo	  que	   se	  mantuvieron	  varios	   aminoácidos	  que	   conforman	  una	   región	  de	  naturaleza	  desestructurada.	  	  
1.6.2.	  Clonación	  molecular	  
	  La	  región	  de	  interés	  dentro	  del	  ADNc	  de	  la	  proteína	  TBCB	  descrita	  en	  el	  párrafo	  anterior,	  se	   amplificó	  mediante	   PCR	   empleando	   un	   cebador	   directo	   que	   añadió	   a	   la	   secuencia	   el	  codón	  de	  iniciación,	  una	  diana	  de	  restricción	  y	  la	  secuencia	  correspondiente	  al	  motivo	  de	  seis	  histidinas	  (5’	  GCAATTCCATATGcaccatcaccatcaccatAACGAGGAGGAGCG	  3’,	  con	  la	  diana	  de	  restricción	  NdeI	  subrayada,	  el	  codón	  de	  iniciación	  en	  negrita	  y	  la	  secuencia	  del	  motivo	  de	   seis	   histidinas	   con	   letra	  minúscula)	   y	   un	   cebador	   reverso	   para	   añadir	   una	   diana	   de	  restricción	  (5’	  AACGGGATCCTCATATCTCGTCCAACCCGTAGTCCTAGTCC	  3’,	  con	  la	  diana	  de	  restricción	  BamHI	  subrayada	  y	  el	  codón	  de	  terminación	  ópalo	  en	  negrita).	  
	  Ambas	   dianas	   permitieron	   la	   clonación	   direccional	   del	   producto	   de	   PCR	   en	   el	   vector	  pET3a,	   para	   llevar	   a	   cabo	   su	   expresión	   en	   sistemas	   procariotas	   bajo	   el	   control	   del	  promotor	  de	  T7.	  	  
1.6.3.	  Expresión	  de	  la	  proteína	  
	  Después	   de	   transformar	   células	   competentes	   de	   la	   cepa	  BL21(DE3)pLysS	   de	  Escherichia	  
coli	  mediante	  choque	  térmico,	  se	  preparó	  1	  l	  de	  de	  medio	  de	  cultivo	  LB	  suplementado	  con	  ampicilina	  a	  una	  concentración	  final	  del	  100	  µg/ml	  que	  se	  dejó	  crecer	  a	  37	  ºC	  y	  agitación	  (200	   rpm)	   hasta	   que	   se	   alcanzó	   una	   DO600nm	   de	   0,6.	   Llegado	   ese	  momento	   se	   indujo	   la	  expresión	  de	  la	  proteína	  añadiendo	  IPTG	  al	  medio	  hasta	  alcanzar	  una	  concentración	  final	  de	  1	  mM	  y	  se	  dejó	  el	  cultivo	  en	  las	  mismas	  condiciones	  de	  crecimiento	  3	  horas	  después	  de	  la	  inducción.	  A	  continuación	  se	  recogieron	  las	  bacterias	  mediante	  una	  centrifugación	  de	  10	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min	  a	  6.000	  rpm	  y	  4	  ºC,	  en	  un	  rotor	  SORVALL	  GS-­‐3,	  se	  lavaron	  con	  10	  ml	  de	  MES-­‐NaOH	  50	  mM	   pH	   6,7;	   se	   volvieron	   a	   precipitar	   con	   una	   segunda	   centrifugación	   con	   los	   mismos	  parámetros	   que	   la	   anterior,	   y	   se	   congelaron	   finalmente	   a	   -­‐70	   ºC	   hasta	   el	   inicio	   de	   la	  purificación.	  	  
1.6.4.	  Purificación	  de	  la	  proteína	  
	  El	   extracto	   de	   las	   proteínas	   se	   preparó	   mediante	   una	   combinación	   de	   choque	  hipoosmótico	   y	   lisis	   mecánica,	   y	   se	   clarificó	   mediante	   centrifugación,	   tal	   y	   como	   se	   ha	  descrito	  en	  los	  protocolos	  de	  purificación	  de	  las	  proteínas	  TBCB	  y	  TBCBHIS.	  	  Al	   igual	   que	   en	   el	   caso	   de	   TBCBHIS,	   TBCBCG	   se	   purificó	   a	   través	   de	   dos	   pasos	   de	  cromatografía	   consecutivos,	   una	   primera	   cromatografía	   de	   afinidad	   empleando	   una	  columna	  HisTrap	  HP®	  de	  1	  ml	  y	  una	  segunda	  columna	  de	  exclusión	  molecular	  Superdex	  75	  
30/100	  GL®	   (GE-­‐Healthcare).	   Las	   soluciones	   empleadas	   y	   los	  métodos	   de	   elución	   fueron	  los	  mismos	  que	  los	  descritos	  y	  empleados	  en	  la	  purificación	  de	  la	  proteína	  TBCBHIS,	  al	  igual	  que	  los	  métodos	  por	  los	  que	  se	  estimó	  la	  concentración	  final	  de	  la	  muestra.	  Las	  fracciones	  recogidas	  que	   contenían	   la	  proteína	  pura	  TBCBHIS	   se	   juntaron	  y	   se	  hicieron	  alícuotas,	   se	  congelaron	  en	  N2	  líquido	  y	  finalmente	  se	  almacenaron	  a	  –	  70	  ºC.	  	  	  1.7.	  Expresión	  y	  purificación	  de	  la	  proteína	  fusión	  TBCB-­‐GFP	  (TBCBGFP)	  	  
1.7.1.	  Clonación	  molecular	  
	  Se	   llevó	  a	  cabo	   la	  clonación	  de	   la	  proteína	  GFP	  (del	   inglés,	  Green	  Fluoresce	  Protein)	  en	   la	  región	  amino	  terminal	  de	   la	  proteína	  humana	  TBCB.	  Para	  ello	  se	  empleó	  como	  molde	  en	  una	   reacción	   de	   PCR	   el	   vector	   pEGFP-­‐C1	   (Clontech,	   Takara,	   Japón)	   que	   contiene	   la	  secuencia	  de	  la	  variante	  mejorada	  mut1	  de	  GFP.	  Los	  oligonucleótidos	  diseñados	  para	  esta	  amplificación	   añadieron	   en	   ambos	   extremos	   una	   misma	   diana	   de	   restricción	   NdeI,	  eliminaron	  el	  codón	  de	  iniciación	  del	  ADNc	  de	  TBCB	  y	  el	  codón	  de	  terminación	  del	  ADNc	  de	   la	   GFP	   (cebador	   directo:	   5’	   AAGGAGATATACATATGGTGAGCAAGGGCGAGG	   3’,	   con	   la	  diana	  de	  restricción	  NdeI	  subrayada	  y	  el	  codón	  de	  iniciación	  de	  la	  GFP	  en	  negrita;	  cebador	  reverso:	  5’	  cccgtcacctcCATATGTGCTGCCTTGTACAGCTCGTC	  3’,	  con	  la	  diana	  de	  restricción	  
NdeI	  subrayada	  y	  la	  secuencia	  complementaria	  a	  la	  secuencia	  de	  TBCB	  en	  letra	  minúscula).	  Esta	   doble	   diana	   flanqueando	   la	   secuencia	   amplificada	   por	   PCR	   del	   ADNc	   de	   la	   GFP	  permitió	  llevar	  a	  cabo	  su	  clonación	  con	  el	  sistema	  InFusion®	  (Clontech,	  Takara,	  Japón)	  	  en	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la	  diana	  NdeI	   localizada	  en	  el	  mismo	  extremo	  5’	  de	   la	   secuencia	  que	  codifica	   la	  proteína	  TBCB	  previamente	  clonada	  en	  el	  vector	  pET29c	  (Novagen,	  Millipore,	  USA).	  	  
1.7.2.	  Expresión	  de	  la	  proteína	  
	  La	  expresión	  de	  la	  proteína	  fusión	  TBCBGFP	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  bacterias	  BL21(DE3)pLysS	  de	  
Escherichia	   coli	   transformadas	   previamente	   con	   el	   plásmido	   recombinante	   pET29c-­‐TBCBGFP.	   Estas	   bacterias	   crecieron	   en	   un	   1	   l	   de	   cultivo	   en	  medio	   LB	   suplementado	   con	  kanamicina	  a	  una	  concentración	  final	  de	  50	  µg/ml.	  La	  expresión	  de	  la	  proteína	  se	  indujo	  con	  la	  adición	  de	  IPTG	  hasta	  una	  concentración	  final	  de	  0,75	  mM	  cuando	  el	  cultivo	  alcanzó	  una	  DO600nm	  de	  0,6;	  y	  se	  mantuvo	  durante	  5	  h	  a	  37	  °C	  y	  agitación	  (200	  rpm).	  Pasado	  ese	  tiempo,	  las	  bacterias	  se	  recogieron	  mediante	  una	  centrifugación	  de	  10	  min	  a	  6.000	  rpm	  y	  	  4	  ºC,	  en	  un	  rotor	  SORVALL	  GS-­‐3,	  y	  se	  congelaron	  a	  -­‐70	  ºC	  hasta	  el	  inicio	  de	  la	  purificación.	  	  
1.7.3.	  Purificación	  de	  la	  proteína	  
	  La	   bacterias	   congeladas	   que	   habían	   expresado	   la	   proteína	   TBCBGFP	   se	   lisaron	  químicamente	  con	  la	  adición	  del	  reactivo	  Cell	  Lytic	  B	  ®	  (Sigma-­‐Aldrich)	  suplementado	  con	  cóctel	  de	  inhibidores	  de	  proteasas	  Complete	  Protease	  Inhibitor	  Cocktail	  EDTA	  free®	  a	  razón	  de	   12	   ml	   de	   solución	   de	   lisis	   por	   cada	   litro	   de	   cultivo	   inducido.	   El	   extracto	   celular	   se	  clarificó	  mediante	  una	  centrifugación	  de	  30	  min.	  a	  20.000	  rpm	  y	  4	  ºC	  en	  un	  rotor	  SORVALL	  ss34.	  A	  continuación,	  a	   la	   fracción	  soluble	  del	  extracto	  bacteriano	  se	  añadió	  un	  20	  %	  de	  NH4(SO4)2	  (p/v)	  y	  después	  de	  una	   incubación	  de	  10	  min	  a	  4	  ºC	  y	  agitación,	  se	  centrifugó	  durante	  15	  min	  a	  12.000	  rpm	  y	  4	  ºC	  en	  un	  rotor	  SORVALL	  ss34,	  para	  recuperar	  finalmente	  la	  fracción	  del	  sobrenadante.	  	  
	  Dicha	   fracción	   soluble	   se	   cargó	   en	   una	   columna	   de	   intercambio	   hidrófobo	   Phenyl	  
Sepharose	  FF®	   (GE-­‐Healthcare)	   acoplada	  a	  un	   sistema	  ÄKTA	  purifier®	  y	  equilibrada	  en	   la	  solución	  tampón	  A.1	  (K·PO4	  20	  mM	  pH	  6,0;	  NH4(SO4)2	  0,8	  M;	  EDTA	  1	  mM;	  DTT	  1	  mM),	  y	  se	  eluyó	   mediante	   un	   gradiente	   decreciente	   de	   NH4(SO4)2	   cuando	   se	   alcanzó	   una	  concentración	  de	  100-­‐50	  mM	  de	  esta	  sal.	  
	  Las	  fracciones	  que	  contenían	  la	  mayor	  parte	  de	  la	  proteína	  sobrexpresada	  se	  juntaron	  y	  se	  les	   añadió	   Tris-­‐HCl	   pH	   8,0	   1	   M	   hasta	   una	   concentración	   final	   de	   Tris-­‐HCl	   20	   mM	   para	  cambiar	   la	  solución	  tampón,	  y	  se	  diluyeron	  en	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,0	  20	  mM	  y	  DTT	  1	  mM	  para	  eliminar	   el	   exceso	   de	   sal.	   A	   continuación,	   la	   muestra	   se	   cargó	   en	   una	   columna	   de	  intercambio	   catiónico	   HiTrap	   Q	   HP®	   de	   1	   ml	   acoplada	   a	   un	   sistema	   ÄKTA	   purifier®	   y	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equilibrada	   en	   la	   solución	   tampón	   B.1	   (Tris-­‐HCl	   pH	   8,0	   20	  mM;	   EDTA	   1	  mM;	   PMSF	   0,5	  mM).	  La	  elución	  tuvo	  lugar	  a	  través	  de	  un	  gradiente	  lineal	  de	  NaCl.	  
	  De	  nuevo,	  las	  fracciones	  enriquecidas	  con	  TBCBGFP	  se	  juntaron	  y	  diluyeron	  en	  Tris-­‐HCl	  pH	  0,8	  20	  mM	  para	  eliminar	  el	  exceso	  de	  NaCl	  de	  la	  elución	  anterior	  y	  se	  volvieron	  a	  cargar	  en	  una	   columna	   de	   intercambio	   aniónico	  Mono	  Q	   4,6/100	   PE®	   (GE-­‐Healthcare)	   equilibrada	  con	  la	  misma	  solución	  B.1,	  y	  se	  eluyó	  de	  nuevo	  con	  un	  gradiente	  lineal	  de	  NaCl.	  
	  La	  muestra	  se	  concentró	  mediante	  centrifugación	  en	  sistemas	  Amicon	  Ultra®	  con	  filtros	  de	  nitrocelulosa	   regenerada	  y	  un	   límite	  de	  exclusión	  de	  30	  kDa	  y	   se	   cargó	  en	  una	   columna	  
Superdex	  75	  10/300	  GL®	   equilibrada	   con	   la	   solución	  C	   (Tris-­‐HCl	  pH	  8,0	  20	  mM;	  KCl	  100	  mM;	  EDTA	  1	  mM;	  PMSF	  0,5	  mM).	  Se	  obtuvo	  un	  único	  pico	  en	  el	  cromatograma	  a	  los	  8,89	  ml	  cuyas	  fracciones	  se	  juntaron	  y	  concentraron	  de	  la	  manera	  descrita	  anteriormente.	  	  
	  Finalmente,	  se	  prepararon	  alícuotas	  de	  la	  muestra	  que	  se	  congelaron	  mediante	  N2	  líquido	  y,	  finalmente,	  se	  almacenaron	  a	  –	  70	  ºC.	  	  	  2.	  ANÁLISIS	  DE	  ACTIVIDAD	  DE	  LAS	  PROTEÍNAS	  	  2.1.	  Análisis	  de	  los	  complejos	  de	  cofactores,	  y	  cofactores	  unidos	  a	  su	  sustrato,	  mediante	  geles	  de	  poliacrilamida	  en	  condiciones	  no	  desnaturalizantes	  
	  Para	  el	  análisis	  de	  los	  complejos	  establecidos	  entre	  los	  cofactores	  de	  unión	  a	  tubulina	  y	  los	  monómeros	   de	   tubulina	  α	   se	   llevaron	   a	   cabo	   geles	   de	   poliacrilamida	   en	   condiciones	   no	  desnaturalizantes	   con	   las	   variaciones	   introducidas	   por	   Zabala	   y	   Cowan	   en	   1992	   para	   el	  estudio	   concreto	   de	   proteínas	   del	   citoesqueleto,	   a	   saber,	   la	   adición	   de	   GTP	   en	   el	   gel	   de	  poliacrilamida	   y	   en	   el	   tampón	   de	   la	   electroforesis.	   Estos	   geles	   de	   electroforesis	   se	  prepararon	  con	  una	  concentración	  de	  poliacrilamida	  del	  6%	  en	  una	  solución	   tampón	  de	  MES-­‐NaOH	  100	  mM	  pH	  6,7;	  MgCl2	  1	  mM;	  EGTA	  1	  mM;	  GTP	  0,1	  mM.	  Esta	  solución	  tampón	  fue	  la	  misma	  que	  se	  empleó	  como	  solución	  de	  electroforesis.	  
	  Cada	  una	  de	   las	  proteínas	  cuya	   interacción	  quiso	  evaluarse	  se	  mezclaron	  controlando	  en	  cada	   caso	   la	   relación	  molar	   existente	   entre	   las	   mismas,	   en	   una	   solución	   de	   interacción	  compuesta	   por	   MES-­‐NaOH	   500	   mM	   pH	   6,7;	   MgCl2	   1	   mM;	   EGTA	   1	   mM;	   1	   mM	   GTP.	   La	  muestra	  se	  incubó	  durante	  30	  min	  a	  30	  ºC.	  
	  Pasado	  ese	   tiempo,	   tanto	  a	   los	  controles	  de	  movilidad	  electroforética	  de	  cada	  una	  de	   las	  proteínas	  empleadas	  como	  a	   las	  distintas	  mezclas	  de	  reacción	  establecidas	  se	   les	  añadió	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un	  tampón	  de	  carga	  (MES	  50mM	  pH	  6,7;	  Sacarosa	  20%	  y	  Azul	  de	  Bromofenol	  0,2%)	  y	  se	  cargaron	  en	  el	  gel	  nativo	  de	  poliacrilamida.	  La	  electroforesis	  se	  desarrolló	  durante	  2	  horas	  a	  un	  voltaje	  constante	  de	  80	  V	  con	  cambios	  de	  la	  solución	  de	  electroforesis	  del	  cátodo	  cada	  30	   min.	   Finalmente,	   el	   gel	   se	   tiñó	   directamente	   con	   una	   solución	   de	   Coomassie	   (50	  %	  etanol	  (v/v),	  10	  %	  ácido	  acético	  (v/v)	  y	  Coomassie	  Brilliant	  Blue	  (BioRad)).	  	  2.2.	  Ensayos	  de	  co-­‐precipitación	  de	  proteínas	  
	  Se	   llevaron	   a	   cabo	   ensayos	   de	   co-­‐precipitación	   de	   proteínas	   empleando	   la	   resina	   de	  Cobalto	   TALON®	   Metal	   Affinity	   Resin	   (Clontech,	   Takara)	   capaz	   de	   interaccionar	  específicamente	   con	   los	   motivos	   de	   seis	   histidinas	   introducidas	   en	   algunas	   de	   las	  proteínas	   recombinantes	   generadas.	   Para	   ello,	   100	   µl	   de	   la	   resina	   resuspendida	   en	   la	  solución	  de	  conservación	  (50	  µl	  aproximadamente	  de	  resina)	  se	  añadieron	  a	  una	  columna	  vacía	  Micro	   Bio-­‐Spin®	   (Bio-­‐Rad)	   y	   se	   centrifugaron	   durante	   2	   min	   a	   5.000	   rpm	   en	   una	  centrífuga	  de	  mesa	  Eppendorf®	  5415D	  (Eppendorf)	  para	  retirar	  dicha	  solución.	  Después	  se	  lavó	  con	  100	  µl	  del	   tampón	  de	   lavado	  (MES-­‐NaOH	  100	  mM	   	  pH	  6,5;	  KCl	  25	  mM;	  MgCl2	  1	  mM;	  Imidazol	  10	  mM).	  Por	  otra	  parte,	   la	  proteínas	  cuya	   interacción	  quería	  estudiarse	  se	  mezclaron	  en	  una	  relación	  molar	  conocida	  y	  un	  volumen	  final	  de	  50	  µl,	  en	  una	  solución	  de	  interacción	  (MES-­‐NaOH	  50	  mM	  pH	  6,5;	  MgCl2	  1	  mM;	  ATP	  1	  mM),	  durante	  30	  min	  a	  30	  ºC.	  Pasado	   ese	   tiempo,	   la	   resina	   se	   volvió	   a	   centrifugar	   durante	   1	   min	   a	   5.000	   rpm	   en	   la	  misma	  centrífuga	  de	  mesa	  (parámetros	  que	  se	  repitieron	  en	  las	  sucesivas	  centrifugaciones	  que	  siguen	  en	  este	  protocolo),	  se	  le	  añadió	  la	  muestra,	  y	  se	  dejó	  incubado	  20	  min	  a	  30	  ºC	  y	  agitación	  (1000	  rpm)	  en	  un	  bloque	  de	  calor	  Thermomixer®	  (Eppendorf).	  Pasado	  ese	  tiempo	  de	  incubación	  se	  volvió	  a	  centrifugar	  la	  resina,	  guardando	  la	  fracción	  eluída	  como	  control	  de	   la	  muestra	  no	  unida	  a	   la	  resina.	  A	  continuación	  se	  sucedieron	  10	   lavados	  de	   la	  resina	  con	  50	  µl	  en	  cada	  caso	  de	  solución	  de	  lavado,	  intercalando	  las	  debidas	  centrifugaciones	  en	  cada	  paso	  y	  guardando	   las	   fracciones	  eluídas	  como	  control	  de	   la	  muestra	  eluída	  en	  cada	  lavado.	  Tras	  los	  lavados,	  a	  la	  resina	  se	  le	  añadieron	  	  50	  µl	  de	  la	  solución	  de	  elución	  (MES-­‐NaOH	   100	  mM	   pH	   6,5;	   KCl	   25	  mM;	  MgCl2	  	   1	  mM;	   Imidazol	   	   1	   M)	   y,	   tras	   un	   tiempo	   de	  incubación	  a	  30	  ºC	  y	  agitación	  (1000	  rpm)	  de	  10	  min,	  la	  resina	  se	  centrifugó	  la	  y	  la	  fracción	  eluída	   se	   guardó	   como	   control.	   Este	   paso	   de	   elución	   se	   repitió	   tres	   veces	   en	   cada	  experimento.	  
	  Cada	  uno	  de	  los	  controles	  guardados	  se	  analizó	  mediante	  PAGE-­‐SDS.	  En	  aquellos	  casos	  en	  los	  que	  la	  cantidad	  de	  proteína	  recuperada	  fue	  pequeña,	  los	  geles	  previamente	  teñidos	  con	  solución	   de	   Coomassie	   se	   destiñeron	   y	   volvieron	   a	   teñir	   con	   el	   set	   de	   reactivos	   para	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tinción	   de	   geles	   de	   poliacrilamida	   con	   plata	   PlusOne	   Silver	   Staining	   Kit	   (GE	  Healthcare)	  según	  las	  instrucciones	  de	  la	  casa	  comercial.	  	  	  3.	  FORMACIÓN	  Y	  PURIFICACIÓN	  DE	  LOS	  COMPLEJOS	  DE	  TBCB	  Y	  TBCE	  CON	  TUBULINA	  α 	  3.1.	  Purificación	  de	  los	  complejos	  de	  los	  cofactores	  TBCE	  y	  TBCB	  	  
	  El	  análisis	  y	  purificación	  del	  complejo	  formado	  por	  TBCE	  y	  TBCB	  se	  llevó	  a	  cabo	  mediante	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular,	  en	  una	  columna	  Superdex	  200	  PC	  3.2/30	  acoplada	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  ETTAN	  (GE	  Healthcare)	  o	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  purifier	  	  (GE	  Healthcare),	  y	  equilibrada	  en	  una	  solución	   tampón	  A	  (MES-­‐NaOH	  100	  mM	  pH	  6,7;	  KCl	  25	  mM;	  MgCl2	  1	  mM;	  EGTA	  1	  mM).	  Las	  proteínas	  cuya	  interacción	  quiso	  analizarse	  se	  incubaron	  juntas	  en	  una	  relación	  molar	  conocida	  durante	  30	  min	  a	  30	  ºC	  y	  en	   la	  solución	  de	   interacción	  que	  contenía	  MES-­‐NaOH	  500	  mM	  pH	  6,7	  y	  MgCl2	  1	  mM.	  Pasado	  ese	  tiempo,	  la	  muestra	  se	  cargó	  en	  la	  columna	  y	  se	  recogieron	  fracciones	  de	  50	  µl.	  En	  cada	  caso	  se	  cargaron	  controles	  de	  movilidad	   cromatográfica	   de	   cada	   una	   de	   las	   proteínas	   por	   separado	   para	   comparar	   de	  esta	   manera	   el	   retraso	   en	   la	   elución	   de	   los	   posibles	   complejos	   de	   las	   proteínas	   en	   los	  cromatogramas	  obtenidos.	  Cada	  una	  de	  las	  fracciones	  recogidas,	  de	  los	  controles	  o	  de	  las	  mezclas	  de	  reacción,	  se	  analizaron	  mediante	  PAGE-­‐SDS.	  	  	  3.2.	  Purificación	  de	  los	  complejos	  de	  cofactores	  TBCE	  y	  TBCB	  o	  TBCBGFP	  con	  α	  tubulina	  	  	  Tras	   el	   análisis	   de	   los	   ensayos	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   nativo	   de	   tubulina	   y	   la	  formación	  de	  los	  complejos	  entre	  TBCE	  y	  TBCB	  y	  el	  monómero	  de	  tubulina	  α,	  y	  con	  objeto	  de	   purificar	   dicho	   complejo	   ternario,	   se	   procedió	   a	   una	   cromatografía	   de	   exclusión	  molecular.	   Para	   ello	   se	   empleó,	   como	   en	   el	   caso	   anterior,	   una	   columna	   de	   precisión	  
Superdex200	  PC	  3.2/30	  acoplada	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  ETTAN	  o	  a	  un	  sistema	  ÄKTA	  purifier	  ,	  equilibrada,	  en	  este	  caso,	  en	  una	  solución	  tampón	  que	  contiene	  GTP	  (MES-­‐NaOH	  100	  mM	  pH	  6,7;	  KCl	  25	  mM;	  MgCl2	  1	  mM;	  EGTA	  1	  mM;	  GTP	  0,1	  mM).	  	  Al	   igual	  que	  en	   los	  ensayos	  descritos	  en	  el	   apartado	  anterior,	   en	  primer	   lugar	   se	   llevó	  a	  cabo	   el	   análisis	   de	   la	   movilidad	   cromatográfica	   de	   cada	   uno	   de	   los	   componentes	   del	  complejo	  por	  separado	  para,	  a	  continuación,	  analizar	  la	  formación	  del	  complejo	  ternario	  y	  purificarlo	   del	   resto	   de	   componentes	   del	   sistema	   que	   hubieran	   quedado	   aislados	   en	   el	  ajuste	  de	  las	  relaciones	  estequiométricas	  en	  la	  formación	  de	  los	  complejos.	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La	  mezcla	   de	   reacción	   que	   con	   tubulina	  αβ	   y	   las	   proteínas	   TBCB	   y	   TBCE	   en	   la	   solución	  tampón	  de	  interacción	  (MES-­‐NaOH	  50	  mM	  pH	  6,7;	  MgCl2	  1	  mM	  y	  GTP	  1	  mM)	  se	  incubó	  a	  30	   ºC	   durante	   30	   minutos	   para	   después	   ser	   cargada	   directamente	   en	   la	   columna.	   La	  cromatografía	  se	  llevó	  a	  cabo	  a	  temperatura	  ambiente	  con	  un	  flujo	  constante	  de	  50	  µl/min,	  y	   se	   recogieron	   fracciones	   de	   50	   µl	   cuya	   composición	   molecular	   se	   analizó	   mediante	  electroforesis	  	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  en	  presencia	  de	  SDS.	  	  	  4.	   FORMACIÓN	   Y	   ESTABILIZACIÓN	   DE	   COMPLEJOS	   ENTRE	   LOS	   COFACTORES	   TBCE	   Y	  TBCB,	  Y	  ENTRE	  ÉSTOS	  Y	  TUBULINA	  α,	  MEDIANTE	  GRAFIX	  
	  Con	  objeto	  de	  analizar	  y	  estabilizar	  la	  formación	  del	  complejo	  binario	  formado	  por	  TBCE	  y	  TBCE	   se	   llevó	   a	   cabo	   una	   técnica	   conocida	   como	   GraFix	   (del	   inglés	   Gradient	   Fixation),	  diseñada	   para	   la	   preparación	   de	   muestras	   para	   su	   análisis	   mediante	   criomicroscopía	  electrónica	   de	   transmisión,	   y	   que	   combina	   un	   gradiente	   de	   fricción	   en	   glicerol	   con	   un	  gradiente	  de	  fijación	  química	  con	  glutaraldehido	  en	  un	  mismo	  paso	  de	  ultracentrifugación	  (Kastner	   et	   al.,	   2008;	   Stark,	   2010).	   De	   esta	   forma	   se	   persigue	   la	   preservación	   de	   la	  estructura	  del	  complejo,	  la	  reducción	  de	  la	  heterogeneidad	  conformacional	  de	  la	  muestra	  y,	  al	  mismo	  tiempo,	  la	  mejora	  del	  contraste	  y	  el	  aumento	  del	  número	  de	  orientaciones	  que	  la	  molécula	  adquiere	  cuando	  se	  adhiere	  a	  la	  rejilla	  de	  microscopía.	  
	  Cantidades	  conocidas	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  se	  mezclaron	  en	  una	  solución	  tampón	  de	  reacción	  (MES-­‐NaOH	  50	  mM	  pH	  6,7;	  MgCl2	  1	  mM)	  para	  alcanzar	  una	  relación	  molar	  de	  2:1	  a	  favor	  de	  TBCB	  y	  una	  concentración	  final	  total	  de	  100	  µg/ml	  en	  un	  volumen	  de	  300	  µl.	  De	  forma	  paralela	  se	  prepararon	  controles	  que	  contenían	  cada	  una	  de	  las	  proteínas	  por	  separado,	  y	  tanto	   para	   estos	   controles	   como	   para	   la	  mezcla	   de	   reacción	   se	   prepararon	   réplicas	   con	  objeto	   de	   analizar	   su	   comportamiento	   en	   un	   mismo	   gradiente	   de	   glicerol	   sin	  glutaraldehido.	  Las	  muestras	   se	   incubaron	  durante	  30	  min.	   a	  30	   ºC	  y,	   a	   continuación,	   se	  cargaron	  en	  los	  gradientes	  de	  glicerol	  o	  glicerol	  con	  glutaraldehido.	  
	  Los	   gradientes	   se	   prepararon	   a	   partir	   de	   dos	   soluciones	   con	   un	   mismo	   tampón	   (MES-­‐NaOH	   100	   mM	   pH	   6,7;	   KCl	   25	   mM;	   Mg2Cl	   1	   mM;	   EGTA	   1	   mM;	   DTT	   5	   mM)	   y	   dos	  concentraciones	  diferentes	  de	  glicerol,	  5%	  (v/v)	  en	  la	  solución	  más	  ligera	  y	  25	  %	  (v/v)	  en	  la	  más	   pesada.	   En	   el	   caso	   de	   los	   gradientes	   con	   glutaraldehido	   se	   añadió	   1,5	  %	  de	   esta	  molécula	   a	   la	   solución	   más	   pesada.	   Ambas	   soluciones	   se	   mezclaron	   con	   ayuda	   de	   un	  formador	   de	   gradientes	   automático	   Gradient	   Station	   (BioComp)	   y,	   posteriormente,	   los	  gradientes	  ya	  formaron	  se	  dejaron	  1	  h	  a	  4	  ºC	  para	  estabilizarse.	  La	  centrifugación	  se	  llevó	  a	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cabo	   en	   un	   rotor	   SW55-­‐Ti	   y	   en	   una	   ultracentrífuga	   Beckman	   XL-­‐90	   (Beckman	   Coulter)	  durante	  18	  h	  a	  40.000	  rpm	  y	  4	  ºC.	  
	  Pasado	   el	   tiempo	   de	   centrifugación,	   cada	   gradiente	   se	   fraccionó	   en	   alícuotas	   de	   200	   µl	  desde	   la	   parte	   superior	   del	   mismo	   con	   ayuda	   del	   Gradient	   Station.	   Inmediatamente	  después	  de	  la	  recolección	  de	  las	  fracciones,	  la	  reacción	  de	  fijación	  química	  se	  detuvo	  con	  la	  adición	  de	  glicina	  1M	  hasta	  una	  concentración	  final	  de	  20	  mM.	  
	  Las	  distintas	   fracciones	  de	  cada	  ensayo	  se	  cargaron	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  al	  8	  %	  en	  condiciones	   desnaturalizantes	   sin	   haber	   aplicado	   previamente	   sobre	   las	  mismas	   ningún	  golpe	  de	  calor	  que	  pudiera	  romper	  los	  enlaces	  químicos	  formados	  con	  el	  glutaraldehido.	  
 	  5.	  PROCEDIMIENTO	  DE	  MICROSCOPÍA	  ELECTRÓNICA	  	  5.1.	  Tinción	  Negativa	  
	  Las	   muestras	   seleccionadas	   para	   su	   análisis	   mediante	   microscopía	   electrónica	   de	  transmisión	  (MET)	  se	  aplicaron	  sobre	  rejillas	  de	  cobre-­‐rodio	  (HR25	  Cu/Rh	  EM	  Maxtaform	  
grids,	  (Electron	  Microscopy	  Science)	  con	  una	  malla	  de	  300	  agujeros,	  sobre	  las	  que	  se	  había	  depositado	   previamente	   una	   capa	   de	   carbón	   vaporizado.	   De	   esta	   forma,	   previa	   a	   la	  incubación	  de	  la	  rejilla	  con	  la	  muestra,	  se	  aplicó	  sobre	  la	  primera	  una	  descarga	  iónica	  de	  25	  s,	  de	  componente	  aniónico	  en	  este	  caso,	  para	  conferir	  carácter	  hidrófilo	  a	  la	  superficie	  de	  carbón	  y	  facilitar	  la	  adhesión	  de	  las	  proteínas.	  	  Tras	  2-­‐5	  minutos	  de	  incubación	  con	  la	  muestra	  a	  temperatura	  ambiente,	  se	  lavó	  la	  rejilla	  en	   la	   solución	   tampón	   correspondiente,	   se	   eliminó	   el	   exceso	   de	   líquido	   con	   papel	  Whatman	  absorbente	  de	  grado	  1	  (Whatman,	  GE-­‐Healthcare)	  y	  se	  volvió	  a	  incubar	  la	  rejilla	  en	  una	   solución	   al	   2	  %	   (p/v)	   de	   acetato	   de	   uranilo	   durante	   1-­‐3	  min.	  A	   continuación,	   se	  retiró	  el	  exceso	  de	  colorante	  de	  la	  misma	  manera	  y	  se	  dejó	  secar	  a	  temperatura	  ambiente	  antes	  de	  introducirla	  en	  el	  microscopio	  electrónico.	  
	  
5.1.1.	  Preparación	  de	  la	  muestra	  TBCE	  en	  tinción	  negativa	  
	  La	  proteína	  TBCE	  pura	   se	  diluyó	  en	   la	  propia	   solución	   tampón	  de	   la	  proteína	   (K·PO4	  10	  mM	  pH	  7,0;	  EDTA	  1	  mM;	  NaCl	  100	  mM)	  hasta	  una	  concentración	  aproximada	  del	  orden	  de	  0,1-­‐0,05	  µM	  previa	  a	  la	  preparación	  de	  las	  rejillas	  con	  tinción	  negativa.	  En	  este	  caso,	  y	  con	  objeto	   de	   incrementar	   el	   contraste	   de	   las	   muestras,	   los	   lavados	   de	   la	   rejilla	   tras	   la	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incubación	  con	   la	  muestra	  se	   llevaron	  a	  cabo	  en	  el	  mismo	  agente	  de	  tinción,	  es	  decir,	  en	  acetato	  de	  uranilo	  al	  2	  %	  (p/v).	  	  
5.1.2.	  Preparación	  de	  los	  complejos	  αEB	  y	  αEBGFP	  	  en	  tinción	  negativa	  
	  Tras	  la	  formación	  y	  purificación	  de	  los	  complejos	  de	  proteínas	  mediante	  cromatografía	  de	  exclusión	   molecular,	   las	   fracciones	   correspondientes	   al	   mismo	   se	   diluyeron	   de	   forma	  sistemática	  en	  la	  misma	  solución	  de	  interacción	  (MES-­‐NaOH	  100	  mM	  pH	  6,7;	  KCl	  25	  mM;	  MgCl2	   1	  mM;	   EGTA	   1	  mM),	   ya	   que	   la	   concentración	   del	   complejo	   formado	   podía	   variar	  ligeramente	   de	   un	   experimento	   a	   otro	   dependiendo	   de	   las	   condiciones	   de	   reacción	   de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina.	  Las	  rejillas,	  por	  lo	  tanto,	  se	  prepararon	  a	  partir	  de	  una	  batería	  de	  diluciones	  de	   la	  muestra	   (típicamente	  del	  orden	  de	  1/5	  a	  1/50)	  para,	  mediante	   su	   visualización	   en	   el	   microscopio	   electrónico,	   seleccionar	   aquella	   cuya	  concentración	  resultara	  más	  adecuada	  para	  la	  adquisición	  de	  las	  imágenes.	  	  	   	  	  5.2.	  Adquisición	  de	  las	  Imágenes	  
	  Las	  micrografías	  electrónicas	  se	  adquirieron	  en	  una	  microscopio	  electrónico	  JEM	  1200	  EX-­‐II	   (Jeol	   Ldt.,	   Japón)	   con	   un	   filamento	   de	   wolframio	   estabilizado	   a	   100	   kV,	   sobre	   placas	  fotográficas	  Kodak	  S0-­‐163	  con	  una	  magnificación	  nominal	  de	  60.000	  aumentos.	  	  	  5.3.	  Digitalización	  de	  las	  Imágenes	  
	  Las	  placas	  fotográficas	  tomadas	  de	  cada	  una	  de	  las	  muestras	  se	  digitalizaron	  en	  un	  escáner	  
Photoscan	  TD	  (Carl	  Zeiss)	  con	  un	  paso	  de	  muestreo	  de	  14	  µm	  y	  en	  formato	  de	  16	  bits.	  	  	  6.	  PROCESAMIENTO	  DE	  IMÁGEN	  
	  Para	  el	  conjunto	  de	  muestras	  analizadas	  mediante	  microscopía	  electrónica	  de	  transmisión	  se	  utilizó	  de	  forma	  general	  un	  mismo	  esquema	  de	  procesamiento	  digital	  que	  incluyó	  el	  uso	  de	  los	  paquetes	  de	  programas	  informáticos	  EMAN	  (Ludtke	  et	  al.,	  1999),	  XMIPP	  (Marabini	  
et	   al.,	   1996)	   y,	   en	   menor	   medida	   y	   para	   operaciones	   específicas,	   SPIDER	   (Frank	   et	   al.,	  1996)	  y	  Bsoft	  (Heymann	  et	  al.,	  2001).	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6.1.	  Preprocesamiento	  de	  las	  micrografías.	  Selección	  y	  preprocesamiento	  de	  las	  partículas	  individuales	  
	  Sobre	   cada	   micrografía	   se	   calculó	   la	   función	   de	   transferencia	   de	   contraste	   o	   CTF	   (del	  inglés,	   Contrast	   Transfer	   Function)	   de	   cada	   micrografía	   con	   el	   programa	   CTFFIND3	  (Mindell	   y	   Grigorieff,	   2003)	   y	   se	   corrigió	   de	   forma	   automática	   con	   el	   paquete	   de	  programas	   XMIPP	   (Marabini	   et	   al.,	   1996;	   Scheres	   et	   al.,	   2008).	   Se	   descartaron	   todas	  aquellas	  imágenes	  astigmáticas	  o	  que	  presentaban	  deriva.	  
	  La	  selección	  manual	  de	   las	  partículas	  y	  su	  extracción	  en	  ventanas	   individuales	  se	   llevó	  a	  cabo	   con	   el	   paquete	   de	   programas	   XMIPP.	   El	   número	   de	   partículas	   seleccionadas	   y	   el	  tamaño	   de	   la	   ventana	   en	   la	   que	   se	   extrajeron	   varió	   dependiendo	   de	   la	   muestra	  considerada	  y,	  en	  todos	  los	  casos,	  se	  llevó	  a	  cabo	  una	  normalización	  de	  la	  escala	  de	  grises	  a	  media	   1	   y	   desviación	   estándar	   0	   para	   que	   las	   diferencias	   entre	   los	   niveles	   de	   grises	  atribuidas	  a	  las	  diferencias	  de	  masa	  fuese	  comparables	  entre	  unas	  micrografías	  y	  otras.	  	  Durante	  del	  procesamiento	  de	  los	  complejos	  compuestos	  por	  los	  cofactores	  TBCE,	  TBCB	  o	  TBCBGFP	  con	  tubulina	  α,	  las	  imágenes	  individuales	  se	  submuestrearon	  en	  un	  factor	  de	  dos	  con	  el	  paquete	  de	  programas	  XMIPP,	  con	  objeto	  de	  incrementar	  la	  relación	  señal/ruido.	  	  	  6.2.	  Análisis	  Bidimensional	  de	  las	  Muestras	  
	  Las	   imágenes	   seleccionadas	   se	   analizaron	   en	   primer	   lugar	   mediante	   algoritmos	   de	  alineamiento	   y	   clasificación	   bidimensional	   libres	   de	   patrón	   implementados	   en	   los	  programas	  ML2D	   (del	   inglés,	  Maximum-­‐Likelihood	  alignment	   2D)	   (Scheres	   et	   al.,	   2005a;	  Scheres	  et	  al.,	  2005b)	  y	  CL2D	  (del	  inglés,	  Clustering	  2D)	  (Sorzano	  et	  al.,	  2010)	  del	  paquete	  informático	  XMIPP	  (Marabini	  et	  al.,	  1996;	  Scheres	  et	  al.,	  2008).	  Estos	  programas	  agrupan	  aquellas	   imágenes	   que	   corresponden	   a	   una	   misma	   dirección	   de	   proyección	   del	   objeto	  tridimensional	  estudiado	  y	  calculan	  la	  imagen	  promedio	  de	  cada	  grupo,	  en	  la	  que	  se	  verá	  más	   favorecida	   la	   relación	   señal/ruido	   respecto	   a	   las	   imágenes	   individuales.	   Estas	  imágenes	   promedio	   serán	   una	   representación	   de	   las	   partículas	  más	   representativas	   del	  conjunto	  entero	  y	  son	  indicativo	  de	  la	  diversidad	  o	  heterogeneidad	  de	  los	  datos	  recogidos	  a	  partir	  de	  las	  micrografías	  electrónicas.	  
	  Finalmente,	   las	   imágenes	   bidimensionales	   de	   referencia	   que	   se	   consideraron	   más	  significativas	   en	   algunos	   casos,	   se	   analizaron	   en	   más	   profundidad	   con	   el	   programa	  KerdenSOM	   (del	   inglés,	   Kernel	   probability	   density	   estimator	   self-­‐organizing	   map)	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implementados	  XMIPP	  (Pascual-­‐Montano	  et	  al.,	  2001)	  basado	  en	  un	  algoritmo	  de	  mapas	  auto-­‐organizativos	   (Kangas	   et	   al.,	   1990;	   Kohonen,	   1990)	   para	   la	   búsqueda	   de	  heterogeneidad	  en	  conjuntos	  de	  datos	  a	  priori	  homogéneos.	  
 	  6.3.	  Reconstrucción	  Tridimensional	  	  
6.3.1.	  Generación	  de	  modelos	  iniciales	  
	  Entre	   los	  métodos	   empleados	   en	   la	   generación	   de	   los	  modelos	   iniciales	   se	   encuentra	   el	  método	  de	  reconstrucción	  por	  líneas	  comunes	  basado	  en	  el	  teorema	  de	  la	  sección	  central	  (Crowther,	  1970),	  implementado	  en	  el	  paquete	  informático	  EMAN	  (Ludtke	  et	  al.,	  1999)	  y	  EMAN2	   (Tang	   et	   al.,	   2007).	   Para	   esto,	   imágenes	   promedio	   de	   diversas	   clases	   obtenidas	  tras	  el	  alineamiento	  de	  las	  partículas	  experimentales	  con	  el	  programa	  CL2D	  de	  XMIPP	  se	  utilizaron	   como	   datos	   de	   entrada	   para	   la	   construcción	   de	   modelos	   iniciales.	   Antes	   de	  emplear	  los	  volúmenes	  obtenidos	  como	  modelos	  iniciales	  se	  filtraron	  a	  una	  resolución	  de	  40-­‐70	  Å	   con	   el	   programa	   filter	  quick	  Fourier	   implementado	  en	   el	   paquete	  de	  programas	  SPIDER	  (Frank	  et	  al.,	  1996).	  
	  Por	   otra	   parte,	   se	   generaron	   volúmenes	   iniciales	   geométricos	   de	   dimensiones	   y	   forma	  predefinidos	   computacionalmente	   por	   el	   usuario	   que	   no	   guardan	   semejanza	   con	   el	  espécimen.	  El	  programa	  empleado	  en	  este	  caso	  se	  denomina	  makeinitialmodel.py,	  incluido	  en	  el	  paquete	  EMAN.	  Para	  ello,	  se	  calcularon	  las	  imágenes	  promedio	  y	  desviación	  estándar	  del	   conjunto	   de	   partículas	   seleccionadas	   en	   cada	   reconstrucción	   con	   el	   programa	  
xmipp_average	  de	  XMIPP	  y,	  a	  partir	  de	  dicha	  imagen,	  se	  calculó	  el	  diámetro	  promedio	  de	  las	   partículas	   y	   se	   empleó	   en	   la	   generación	   de	   los	   modelos	   iniciales	   geométricos.	   De	  manera	   general	   se	   crearon	   esferas	   y	   esferoides	   de	   radio	   máximo	   el	   radio	   promedio	  calculado,	  y	  una	  distribución	  gaussiana	  de	  la	  densidad.	  
	  Finalmente,	  también	  se	  emplearon	  modelos	  iniciales	  basados	  en	  ruido	  blanco.	  Este	  ruido	  se	   distribuye	   de	   forma	   aleatoria	   en	   las	   tres	   dimensiones	   del	   espacio	   de	   una	   caja	   de	  dimensiones	   predefinidas.	   La	   aproximación	   empleada	   en	   este	   caso	   se	   basó	   en	   la	  generación	   de	   un	   gran	   número	   de	   volúmenes	   de	   tamaño	   pequeño	   en	   comparación	   con	  aquel	   del	   espécimen	   de	   estudio,	   a	   los	   que	   se	   añadió	   ruido	   con	   el	   parámetro	   noise	   del	  programa	  proc3d	  de	  EMAN.	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6.3.2.	  Refinamiento	  angular	  iterativo	  
	  La	   reconstrucción	   tridimensional	   del	   objeto	   en	   estudio	   se	   llevó	   a	   cabo	   a	   través	   de	   la	  determinación	   y	   asignación	   de	   los	   ángulos	   de	   proyección	   de	   cada	   una	   de	   las	   imágenes	  promedio	  obtenidas	   tras	  el	  alineamiento	  y	  clasificación	  de	   las	   imágenes	  bidimensionales	  experimentales.	   Para	   ello	   se	   compararon	   dichas	   proyecciones	   experimentales	   con	   una	  serie	   de	   proyecciones	   teóricas	   obtenidas	   a	   partir	   del	   volumen	   inicial	   del	   referencia.	   La	  independencia	   de	   la	   reconstrucción	   final	   obtenida	   del	   modelo	   inicial	   considerado	   se	  obtiene	  a	  través	  de	  un	  proceso	  de	  refinamiento	  angular	  iterativo,	  el	  cual	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  primer	   lugar	   con	   el	   programa	   refine	   incluido	   en	   EMAN.	   Este	   paquete	   de	   programas	  informáticos	  lleva	  a	  cabo	  una	  estrategia	  de	  refinamiento	  angular	  de	  emparejamiento	  de	  las	  imágenes	  experimentales	  con	  las	  proyecciones	  del	  volumen	  de	  referencia.	  Los	  parámetros	  permitidos	   del	   programa	   refine	   permiten	   una	   mayor	   capacidad	   de	   evolución	   y	  convergencia	   del	  modelo,	   además	   de	  minimizar	   el	   sesgo	   introducido	   por	   el	   volumen	   de	  referencia	  a	  través	  de	  un	  proceso	   iterativo	   interno.	  En	  un	  primer	  momento,	  el	  programa	  genera	   una	   serie	   de	   proyecciones	   teóricas	   del	  modelo	   referencia,	   las	   cuales	   se	   emplean	  como	   referencia	   en	   el	   alineamiento	   y	   clasificación	   del	   conjunto	   inicial	   de	   partículas	  experimentales	   a	   través	   de	  un	   criterio	   de	  máximo	  valor	   de	   correlación	   cruzada.	   Con	   las	  imágenes	  asignadas	  a	  un	  mismo	  grupo	  se	  calcula	  la	  imagen	  promedio	  y	  se	  establece	  como	  una	  nueva	  referencia	  con	   la	  que	  comparar	   todo	  el	  conjunto	  de	   imágenes	  experimentales	  de	  nuevo,	   en	  un	  proceso	   iterativo	  de	  alineamiento	  y	   clasificación	  al	  que	   las	   imágenes	   se	  someterán	   un	   total	   de	   seis	   veces.	   Pasados	   estos	   ciclos	   de	   clasificación,	   a	   las	   imágenes	  promedio	  de	  las	  clases	  de	  partículas	  establecidas	  se	   les	  asigna	  los	  ángulos	  de	  Euler	  de	  la	  proyección	   inicial	   con	   la	   que	   se	   asoció,	   y	   se	   emplean	   en	   la	   reconstrucción	   de	   un	   nuevo	  modelo	  tridimensional	  con	  unos	  valores	  ponderados	  que	  regulan	  la	  contribución	  de	  cada	  imagen	  promedio	  al	   volumen	   final.	  Este	  volumen	  obtenido	   se	  empleará	   como	  referencia	  en	   la	   siguiente	   vuelta	   de	   refinamiento	   para	   realinear	   y	   reclasificar	   las	   imágenes	  experimentales	   iniciales.	  Parámetros	  críticos	  en	  el	   refinamiento	   llevado	  a	  cabo	  permiten	  controlar	   tanto	   el	   números	   de	   proyecciones	   de	   referencia	   y,	   por	   lo	   tanto,	   de	   clases	   de	  partículas	  generadas	  como	  el	  número	  de	  partículas	  que	  contribuirán	  a	  la	  formación	  de	  la	  imagen	   promedio	   de	   cada	   grupo	   o	   el	   número	   de	   clases	   que	   formarán	   parte	   de	   la	  reconstrucción	  del	  volumen	  final	  en	  cada	  vuelta	  de	  refinamiento.	  
	  Una	  vez	  obtenido	  un	  modelo	  tridimensional	  próximo	  a	  la	  solución	  final	  se	  llevó	  a	  cabo	  un	  refinamiento	  angular	  iterativo	  con	  el	  programa	  projection	  matching	  de	  XMIPP	  (Sorzano	  et	  
al.,	  2004)	  que	  permite	  un	  ajuste	  más	  preciso	  de	  los	  ángulos	  de	  proyección	  pero	  es	  mucho	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más	   dependiente	   del	   modelo	   inicial	   introducido	   y	   más	   proclive	   a	   quedar	   atrapado	   en	  mínimos	  locales	  durante	  la	  reconstrucción.	  
	  Tanto	  en	  el	  caso	  del	  programa	  refine,	  como	  en	  el	  de	  projection	  matching,	  la	  reconstrucción	  de	  los	  volúmenes	  tridimensionales	  se	  llevó	  a	  cabo	  empleando	  el	  método	  de	  reconstrucción	  en	   el	   espacio	   de	   Fourier	   (direct	   Fourier	   inversion)	   basado	   en	   el	   teorema	   de	   la	   sección	  central	  donde	  la	  transformada	  de	  Fourier	  de	  las	  proyecciones	  se	  ajustan	  para	  reconstruir	  la	  transformada	  de	  Fourier	  del	  modelo	  tridimensional	  en	  el	  espacio	  de	  Fourier	  primero	  y	  en	  el	  espacio	  real	  después,	  tras	  calcular	  la	  transformada	  de	  Fourier	  inversa.	  
	  Con	  objeto	  de	  evaluar	  la	  calidad	  del	  proceso	  de	  refinamiento	  se	  compararon	  las	  imágenes	  medias	   libres	  de	   referencia	  procedentes	  del	   análisis	   bidimensional	   con	   las	  proyecciones	  del	   volumen	   tridimensional	   obtenido,	   ya	   que	   las	   primeras	   se	   obtienen	   de	   forma	  independiente	   de	   cualquier	   conocimiento	   previo	   de	   la	   estructura	   tridimensional	   del	  espécimen.	  	  
6.3.3.	  Cálculo	  de	  la	  resolución	  obtenida	  en	  los	  mapas	  de	  densidad	  electrónica	  reconstruidos	  
	  El	  cálculo	  de	  la	  resolución	  obtenida	  en	  los	  mapas	  de	  densidad	  electrónica	  reconstruidos	  se	  llevó	  a	   cabo	  mediante	  el	   análisis	  de	   la	   función	  de	   correlación	  de	  capas	  de	  Fourier	  o	  FSC	  (del	   inglés,	  Fourier	  shell	  correlation)	   (Saxton	  y	  Baumeister,	  1982),	   considerando	  como	   la	  resolución	  del	  modelo	  aquella	  en	  la	  cual	  el	  valor	  de	  la	  frecuencia	  espacial	  coincidía	  con	  un	  valor	  de	   la	  FSC	  de	  0,5	  (van	  Heel	  et	  al.,	  2005).	  Finalmente,	   los	  volúmenes	  obtenidos	  en	   la	  reconstrucción	  de	  cada	  espécimen	  estudiado	  se	  filtraron	  a	  la	  resolución	  estimada	  en	  cada	  caso.	  	  
6.3.4.	  Clasificación	  tridimensional	  de	  los	  modelos	  obtenidos	  
	  Con	   objeto	   de	   analizar	   la	   heterogeneidad	   en	   la	   reconstrucción	   tridimensional	   obtenida	  para	   cada	   uno	   de	   los	   especímenes	   estudiados	   se	   llevó	   a	   cabo	   una	   clasificación	  tridimensional	  empleando	  métodos	  de	  máxima	  verosimilitud	  con	  corrección	  interna	  para	  errores	  de	  normalización	  implementados	  en	  el	  programa	  ML3D	  de	  XMIPP	  (Scheres	  et	  al.,	  2008).	   Este	   método	   permite	   separar	   las	   proyecciones	   que	   podrían	   corresponder	   a	  distintas	  estructuras	  o	  conformaciones	  del	  mismo	  espécimen,	  empleando	  como	  referencia	  el	  volumen	  tridimensional	  obtenido	  tras	  el	  refinamiento	  angular	  iterativo	  filtrado	  con	  un	  filtro	  de	  bajas	  frecuencias.	  De	  esta	  manera,	  a	  partir	  de	  un	  mismo	  conjunto	  de	  imágenes	  se	  explora	  la	  variabilidad	  conformacional	  que	  presenta	  la	  molécula.	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7.	   AJUSTE	   MOLECULAR	   DE	   ESTRUCTURAS	   ATÓMICAS	   EN	   LOS	   MAPAS	   DE	   DENSIDAD	  ELECTRÓNICA	  
	  Las	   estructuras	   atómicas	   previamente	   resueltas,	   mediante	   cristalografía	   de	   proteínas	   y	  difracción	   de	   rayos	   X	   o	   resonancia	   magnética	   nuclear,	   pertenecientes	   a	   los	   dominios	  aislados	   o	   proteínas	   completas	   que	   forman	   parte	   de	   estructuras	   tridimensionales	  reconstruidas	   mediante	   microscopía	   electrónica	   de	   transmisión	   se	   ajustaron	  manualmente	   como	   cuerpos	   rígidos	   en	   la	   densidad	   electrónica	   con	   ayuda	   del	   programa	  
UCSF	  Chimera	  (Pettersen	  et	  al.,	  2004).	  	  
Proteína	   Dominio	  estructural	   Metodología	   Especie	  
Código	  
PDB	   Referencia	  
TBCB	   UBL	   RMN	   M.	  musculus	   1V6E	   Zhao	  et	  al.,	  2003	  CAP-­‐Gly	   RMN	   M.	  musculus	   1WHG	   Saito	  et	  al.,	  2004	  
TBCE	   CAP-­‐Gly	   RMN	   M.	  musculus	   1WHG	   Saito	  et	  al.,	  2004	  UBL	   Rayos	  X	   Humana	   -­‐-­‐-­‐	   M.	  Coll	  	  (comunicación	  personal)	  
BRI1	   LRR	   Rayos	  X	   Arabidopsis	  
thaliana	  
3RJ0	   Horthon	   et	   al.,	  2011	  
Tubulina	  α 	   Completa	   Cristalografía	  electrónica	   Sus	  scrofa	   1TUB	   Nogales	   et	   al.,	  1998	  
GFP	   Completa	   Rayos	  X	   Aequorea	  
victoria	  
1GFL	   Yang	  et	  al.,	  1996	  
Tabla	  2.	  Relación	  de	  estructuras	  atómicas	  empleadas	  en	  el	  ajuste	  molecular	  de	   las	  mismas	  
en	  las	  densidades	  electrónicas	  reconstruidas	  de	  TBCE	  y	  de	  los	  complejos	  αEB	  y	  αEBGFP.	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1.	  EXPRESIÓN	  Y	  PURIFICACIÓN	  DE	  PROTEÍNAS	  
	  	  1.1.	  Expresión	  y	  purificación	  de	  la	  proteína	  TBCE	  humana	  
	  La	  proteína	  humana	  TBCE	  se	  expresó	  en	  células	  de	  insecto	  Sf9	  previamente	  infectadas	  con	  un	   baculovirus	   recombinante.	   La	   sobrexpresión	   se	   confirmó	   mediante	   análisis	   de	  inmunodetección	  por	  Western-­‐Blot	   con	  el	  uso	  de	   los	  anticuerpos	  policlonales	  específicos	  generados	   en	   el	   laboratorio	   del	   Dr.	   Juan	   Carlos	   Zabala	   (Universidad	   de	   Cantabria,	  
Santander).	  Estos	  anticuerpos	  reconocen	   la	   forma	  endógena	  de	   la	  proteína	  de	   las	  células	  de	   insecto	   y	   por	   tanto	   permiten	   observar	   señal	   en	   las	   calles	   del	   gel	   correspondiente	   al	  cultivo	  de	  células	  Sf9	  no	  infectadas,	  si	  bien	  ésta	  se	  incrementa	  notablemente	  en	  el	  extracto	  de	  proteínas	  procedente	  de	   las	  células	   infectadas	  (Figura	  8A).	  Tras	   la	  preparación	  de	   los	  extractos	   de	   proteínas	   se	   comprobó	   que	   la	   proteína	   se	   mantiene	   soluble	   en	   su	   mayor	  parte.	  De	  la	  misma	  manera	  se	  observó	  que,	  junto	  a	  la	  forma	  mayoritaria	  de	  la	  proteína	  que	  corresponde	  a	  su	  versión	  nativa,	  también	  existe	  otra	  forma	  relativamente	  abundante	  que	  corresponde	   a	   una	   versión	   truncada	   de	   la	   misma	   y	   que	   acompaña	   a	   la	   proteína	   en	   la	  mayor	  parte	  de	  los	  sucesivos	  pasos	  de	  purificación	  (Figura	  8A).	  	  
	  Tras	  la	  expresión	  de	  TBCE	  y	  la	  preparación	  del	  extracto	  de	  proteínas	  mediante	  lisis	  celular	  y	  precipitación	  en	  sulfato	  amónico,	  el	  protocolo	  de	  purificación	  se	  compone	  de	  tres	  pasos	  cromatográficos	  sucesivos	  (Figuras	  8B,	  C	  y	  D).	  Uno	  de	  los	  principales	  retos	  encontrados	  en	  la	  purificación	  de	  TBCE	   fue	   la	  dificultad	  de	   concentrar	   y	  dializar	   la	  muestra	   ya	  que	   esta	  proteína	  se	  adhiere	  inespecíficamente	  a	  los	  filtros	  de	  concentración	  y	  a	  las	  membranas	  de	  diálisis.	   Este	   problema	   se	   resolvió	   mediante	   la	   adición	   de	   un	   detergente,	   Octil-­‐β-­‐D-­‐glucopiranósido,	   en	   concentraciones	   inferiores	   a	   la	   concentración	   micelar	   crítica,	   por	  debajo	   de	   20	   mM.	   Con	   objeto	   de	   evitar	   el	   ya	   mencionado	   problema	   durante	   la	  concentración,	  se	  decidió	  incorporar	  como	  último	  paso	  de	  purificación	  una	  cromatografía	  de	   intercambio	  aniónico	  en	   la	   columna	  Mono	  Q	  4,6/100	  PE®,	   ya	  que	  permite,	   además	  de	  incrementar	   la	   pureza	   de	   la	   proteína,	   concentrarla	   ajustando	   el	   patrón	   de	   elución	   de	   la	  misma	  (Figura	  8D).	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Figura	   8.	  Purificación	   de	   TBCE	   humana.	   (A)	   Inmunodetección	   de	   TBCE	   en	   células	   de	   insecto	  control	  e	  infectadas.	  En	  ambos	  casos	  se	  muestra	  el	  extracto	  total	  de	  proteínas	  y	  la	  correspondiente	  fracción	   soluble	   (Sol.).	   Con	  un	  asterisco	   se	  muestra	   la	  banda	   correspondiente	  a	   la	  proteína	  TBCE	  completa,	  mientras	   que	   con	   dos	   asteriscos	   se	   indica	   la	   versión	   truncada	   de	   la	  misma.	   (B)	  Gel	   de	  acrilamida	  al	  10	  %	  con	  las	   fracciones	  de	   la	  cromatografía	  de	   intercambio	  catiónico.	  Se	  muestra	   la	  calle	   que	   contiene	   el	   marcador	   de	   masa	   molecular	   (M),	   el	   control	   de	   la	   muestra	   cargada	   en	   la	  columna	  (Ctl.,	  5	  µl),	  la	  fracción	  no	  retenida	  en	  la	  columna	  (NR,	  15	  µl),	  y	  las	  diversas	  fracciones	  de	  la	  elución	  (10	  µl).	  (C)	  Gel	  de	  acrilamida	  al	  10	  %	  con	  las	  fracciones	  de	  la	  cromatografía	  de	  intercambio	  hidrófobo	  en	   el	   que	   se	   indica	   el	   control	   de	   la	  muestra	   cargada	   sobre	   la	   columna	   (Ctl.,	   5	  µl)	   y	   las	  diversas	   fracciones	   eluídas	   (10	  µl).	   (D)	   Perfil	   cromatográfico	   y	   gel	   de	   poliacrilamida	   al	   10%	  que	  contiene	   el	   control	   de	   la	   muestra	   cargada	   en	   la	   columna	  Mono	   Q	   4,6/100	   PE	   (Ctl.,	   10	   µl)	   y	   las	  fracciones	  de	  la	  cromatografía	  de	  intercambio	  aniónico	  (10	  µl).	  En	  el	  perfil	  se	  marca	  con	  una	  línea	  naranja	  las	  fracciones	  analizadas	  en	  la	  electroforesis.	  	  	  1.2.	  Expresión	  y	  purificación	  de	  la	  proteína	  TBCB	  humana	  	  
	  La	  proteína	  humana	  TBCB	  se	  sobreexpresó	  en	  un	  sistema	  procariota	  en	  forma	  soluble	  y,	  tras	   la	   preparación	   del	   extracto	   clarificado	   de	   proteínas,	   el	   primer	   paso	   de	   purificación	  consistió	   en	   una	   precipitación	   selectiva	   en	   sulfato	   amónico	   (Figura	   9A).	   El	   proceso	   de	  purificación	   se	   completó	   con	   tres	   pasos	   cromatográficos	   consecutivos,	   dos	   basados	   en	  cromatografía	  de	  intercambio	  catiónico	  y	  una	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  final.	  La	  primera	  columna	  contiene	  un	  intercambiador	  débil	  que	  permitió,	  tras	  la	  elución,	  cargar	  la	   muestra	   directamente	   en	   una	   segunda	   columna	   con	   un	   intercambiador	   fuerte	   sin	  necesidad	   de	   diluir	   la	   muestra	   o	   intercambiar	   la	   solución	   tampón	   (Figura	   9B	   y	   C).	   Por	  último,	  la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  en	  una	  columna	  Superdex	  75	  10/300	  GL®	  muestra	  un	  único	  pico	  homogéneo	  de	  gran	  pureza	  centrado	  en	  torno	  a	  11	  ml	  (Figura	  9D).	  
A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	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Figura	  9.	  Purificación	  de	  TBCB	  murina.	  (A)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %	  de	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  donde	  se	  indican	  los	  marcadores	  de	  masa	  molecular	  (M),	  el	  control	  del	  cultivo	  antes	  (Pre.)	  y	  después	   (Post.)	   de	   inducir;	   junto	   a	   la	  precipitación	   selectiva	  de	   la	  proteína	   en	   sulfato	   amónico,	  donde	  se	  muestra	  la	  fracción	  soluble	  (Sol.)	  y	  precipitada	  (Precip.).	  (B)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %	  de	  la	  cromatografía	  de	  interambio	  iónico	  débil	  donde	  se	  indica	  el	  control	  del	  extracto	  de	  proteínas	  total	   y	   soluble	   (Sol.)	   (5	   µl	   en	   cada	   caso),	   las	   fracciones	   de	   la	   muestra	   no	   retenida	   (15	   µl)	   y	   las	  fracciones	  de	   la	  muestra	  eluidas	  (10	  µl).	  (C)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %	  de	  la	  cromatografía	  de	  intercambio	   iónico	   fuerte	   donde	   de	   nuevo	   se	   muestra	   el	   control	   de	   la	   muestra	   cargada	   en	   la	  columna	   (Ctl.,	   5	  µl),	   la	   fracción	   no	   retenida	   (NR,	   15	  µl)	   y	   las	   fracciones	   eluídas	   (5	  µl).	   (D)	   Perfil	  cromatográfico	   y	   gel	   poliacrilamida	   al	   12	  %	   donde	   se	  muestran	   las	   fracciones	   obtenidas	   tras	   la	  cromatografía	  de	  exlusión	  molecular	  (5	  µl),	  así	  como	  el	  paso	  previo	  de	  concentración	  de	  la	  muestra	  (Concentr.).	   En	   el	   perfil	   de	   la	   cromatografía	   se	   muestran	   los	   marcadores	   de	   masa	   molecular	  empleados	  en	  la	  calibración	  de	  la	  columna.	  	  	  1.3.	   Expresión	   y	   purificación	   de	   la	   proteína	   TBCB	   marcado	   con	   un	   motivo	   de	   poli-­‐histidinas	  (TBCBHIS)	  	  Con	  objeto	  de	  facilitar	  la	  purificación	  y	  el	  análisis	  bioquímico	  de	  TBCB	  y	  de	  los	  complejos	  formados	  en	  los	  que	  participa	  este	  cofactor,	  se	  diseñó	  una	  clonación	  molecular	  para	  incluir	  en	   la	   secuencia	   un	   motivo	   de	   seis	   histidinas	   en	   su	   extremo	   amino	   terminal	   (TBCBHIS)	  	  	  	  	  	  (Figura	  10).	  	  
	  La	  sobrexpresión	  de	  la	  proteína	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  un	  sistema	  procariota	  en	  forma	  soluble	  (Figura	  11A).	  El	  protocolo	  de	  purificación	  comenzó	  con	  una	  cromatografía	  de	  afinidad	  de	  tipo	   IMAC	   (del	   inglés,	   immobilized	  metal	   affinity	   chromatography)	   con	   una	   columna	   de	  níquel	  HIStrap	  HP®	   de	   donde	   la	   proteína	   eluye	   concentrada	   y	   en	   un	   grado	   avanzado	  de	  purificación	  (Figura	  11B).	  A	  continuación	  se	   llevó	  a	  cabo	  una	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	   en	   una	   columna	   Superdex	   75	   10/300	  GL®	   que	   permitió	   obtener	   una	  muestra	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homogénea	  de	  TBCBHIS	  que	  eluye	  en	  un	  pico	  mayoritario	  en	  torno	  a	  los	  10	  ml	  (Figuras	  11C	  y	  D).	  	  
	  
Figura	   10.	   Clonación	   molecular	   de	   TBCBHIS.	   (A)	   Esquema	   del	   vector	   pET3a	   con	   la	   posición	  relativa	  del	  ADNc	  de	  TBCBHIS.	  (B)	  Secuencia	  de	  la	  clonación	  in	  silico	  de	  TBCBHIS	  entre	  el	  promotor	  y	  el	  terminador	  de	  T7	  del	  vector	  pET3a.	  	  Junto	   a	   este	   pico	   mayoritario,	   y	   en	   el	   volumen	   de	   exclusión	   de	   la	   columna	   (7,6	   ml	  aproximadamente),	   se	   observa	   un	   pico	   de	  menor	   tamaño	   que	   contenía	   agregados	   de	   la	  misma	  proteína.	  La	  muestra	   concentrada	   (Figura	  11E)	   se	  analizó	  mediante	  Western-­‐Blot	  utilizando	  anticuerpos	  policlonales	  específicos	  para	  TBCB	  generados	  en	  el	  laboratorio	  del	  Dr.	   Juan	   Carlos	   Zabala,	   así	   como	   anticuerpos	   monoclonales	   contra	   el	   motivo	   de	  hexahistidina	   (Figura	   11F).	   En	   estos	   últimos	   ensayos	   de	   inmunodetección	   se	   empleó	   la	  muestra	  de	  TBCB	  humana	  purificada	  previamente	  como	  control	  positivo	  en	  el	  caso	  de	   la	  inmunodetección	   con	   anticuerpos	   frente	   a	   TBCB	  murina,	   y	   como	   control	   negativo	   en	   el	  caso	   de	   la	   inmunodetección	   con	   anticuerpos	   frente	   al	   motivo	   hexahistidina.	   En	   estos	  ensayos	  se	  observó	   la	  presencia	  de	  una	  banda	  de	  menor	  peso	  molecular	  probablemente	  correspondiente	  a	  una	  degradación	  de	  la	  proteína.	  Además,	  dado	  que	  esta	  banda	  de	  menor	  peso	  molecular	  es	  también	  detectada	  por	  el	  anticuerpo	  frente	  al	  motivo	  de	  seis	  histidinas	  de	  TBCBHIS	  del	  extremo	  amino	  terminal,	  es	  posible	  afirmar	  que	  la	  degradación	  proteolítica	  tiene	  lugar,	  al	  menos,	  en	  el	  extremo	  carboxilo	  terminal	  de	  TBCBHIS.	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Figura	   11.	  Purificación	   de	   TBCBHIS.	   (A)	  Análisis	  de	   la	   inducción	  de	   la	  proteína	  mediante	  PAGE-­‐SDS.	   Se	   indican	   las	   calles	   correspondientes	   al	   marcador	   de	   peso	   molecular	   (M),	   al	   extracto	   de	  proteínas	   del	   cultivo	   antes	   de	   la	   inducción	   (Pre.;	   15	   µl)	   y	   las	   fracciones	   soluble	   (Sol.;	   5	   µl)	   e	  insoluble	  (Precip.;	  5	  µl)	  del	  extracto	  después	  de	  la	  inducción.	  (B)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %	  en	  el	  que	  se	  muestran	   las	   fracciones	  de	   la	  cromatografía	  de	  afinidad	  (5	  µl	  cada	  una)	   junto	  a	  un	  control	  del	   extracto	   soluble	   cargado	   en	   la	   columna.	   (C)	   Gel	   de	   poliacrilamida	   al	   12	  %	   que	   contiene	   las	  fracciones	  eluidas	  en	  la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  (5	  µl	  en	  cada	  calle)	  junto	  a	  un	  control	  de	  la	  muestra	  cargada	  en	  la	  columna	  (Ctl.;	  5	  µl).	  (D)	  Cromatograma	  de	  la	  elución	  de	  TBCBHIS	  en	  la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular.	  Se	  señala	  con	  una	  flecha	  roja	  el	  pico	  de	  elución	  de	  la	  proteína	  y	  con	  varias	  flechas	  verdes	  los	  volúmenes	  de	  elución	  de	  los	  marcadores	  de	  peso	  molecular	  hallados	  tras	   la	   calibración	   de	   la	   columna.	   (E)	   Gel	   con	   los	   controles	   de	   concentración	   de	   la	   proteína.	   (F)	  Ensayos	   de	   inmunodetección	   de	   la	   muestra	   con	   anticuerpos	   policlonales	   que	   reconocen	   TBCB	  murina	   (centro)	   y	   anticuerpos	   monoclonales	   que	   reconocen	   específicamente	   el	   motivo	   de	   seis	  histidinas	  incluido	  en	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  de	  TBCBHIS	  (derecha).	  	  	  	  1.4.	  Diseño	  de	  las	  versiones	  truncadas	  de	  TBCB,	  TBCBUBL	  y	  TBCBCG	  	  En	   el	   diseño	   experimental	   de	   la	   clonación	   molecular	   de	   los	   dominios	   aislados	   UBL	  (TBCBUBL)	   y	   CAP-­‐Gly	   (TBCBCG)	   se	   tuvieron	   en	   cuenta	   tanto	   los	   datos	   procedentes	   del	  alineamiento	   de	   secuencias	   de	   la	   proteína	   pertenecientes	   a	   diversas	   especies,	   como	   la	  predicción	   de	   estructura	   secundaria	   llevada	   a	   cabo	   sobre	   TBCB	   humana	   (Figura	   12)	  mediante	  los	  programas	  bioinformáticos	  descritos	  en	  el	  apartado	  de	  Material	  y	  Métodos,	  además	   de	   las	   estructuras	   de	   los	   dominios	   aislados	   de	   las	   proteínas	   homólogas	   más	  próximas	  a	  TBCB	  resueltas	  hasta	  la	  fecha	  (Li	  et	  al.,	  2002b;	  Saito	  et	  al.,	  2004;	  Sato	  et	  al.,	  2004).	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Figura	  12.	  Análisis	  de	  la	  secuencia	  y	  de	  los	  elementos	  de	  estructura	  secundaria	  de	  TBCB.	  Se	  muestra	  un	  alineamiento	  de	  secuencia	  de	  TBCB	  humana	  (UniPROT	  Q99426)	  y	  proteínas	  homólogas	  en	   Mus	   musculus	   (UniPROT	   Q9D1E9),	   Bos	   taurus	   (UniPROT	   Q5E951),	   Drosophila	   melanogaster	  (UniPROT	   A1ZBM2),	   Caenorhabditis	   elegans	   (UniPROT	   Q20728),	   Arabidopsis	   thaliana	   (UniPROT	  Q67Z52),	   Saccharomyces	   cerevisiae	   (UniPROT	   P53904)	   y	   Schizosaccharomyces	   pombe	   (UniPROT	  Q10235).	  En	  las	  secuencias	  se	  resaltan	  en	  rojo	  los	  aminoácidos	  mayoritariamente	  conservados	  y,	  en	  azul,	   aquellos	   constantes	   en	   todas	   las	   secuencias	   analizadas.	   Debajo	   de	   cada	   segmento	   de	  secuencias	   del	   alineamiento	   se	   describe	   la	   composición	   en	   elementos	   de	   estructura	   secundaria	  predicha	   (las	   hélices	  α	   como	   cilindros	   en	   verde,	   y	   las	   láminas β	   como	   flechas	   en	   naranja).	   Entre	  cada	  uno	  de	  los	  elementos	  de	  estructura	  secundaria	  descritos	  se	  muestra	  una	  línea	  de	  colores	  que	  índica	  los	  dominios	  funcionales	  de	  la	  proteína	  (una	  línea	  azul	  para	  el	  dominio	  UBL,	  una	  línea	  roja	  para	   la	   región	   de	   hélice	   superenrollada,	   y	   una	   línea	   verde	   para	   el	   dominio	   CAP-­‐Gly).	   Cada	  aminoácido	  se	  colorea	  según	  su	  nivel	  de	  conservación	  entre	   las	   secuencias	  analizadas,	   siendo	   los	  azules	  los	  aminoácidos	  más	  conservados	  y	  los	  rojos	  los	  menos.	  	  En	  base	  a	  los	  resultados	  de	  estos	  análisis,	  se	  determinó	  que	  la	  región	  más	  adecuada	  para	  truncar	  la	  proteína	  en	  el	  caso	  del	  dominio	  UBL	  de	  TBCB	  es	  el	  residuo	  A93	  (inclusive),	  que	  equivale	  al	  triplete	  de	  bases	  nitrogenadas	  GCC279.	  Por	  su	  parte,	  en	  el	  caso	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  se	  eliminó	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  hasta	  el	  residuo	  N134,	   inclusive.	  En	  ambos	  casos	  el	  corte	  se	  efectuó	  en	  zonas	  de	  estructura	  desordenada,	  de	  acuerdo	  con	   las	  predicciones,	  y	  se	  aprovechó	  está	  característica	  para	  introducir	  en	  dicho	  región	  el	  motivo	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de	  hexahistidina.	  De	  esta	  manera,	  el	  mutante	  TBCBUBL	  presenta	  el	  motivo	  de	  histidinas	  en	  el	   extremo	   carboxilo	   terminal,	  mientras	   que	   el	  mutante	  TBCBCG	   lo	   presenta	   en	   el	   amino	  terminal	  (Figura	  	  13).	  	  
	  	  
	  
Figura	  13.	  Diseño	  experimental	  de	  los	  mutantes	  TBCBCG	  y	  TBCBUBL.	  	  (A,	  D)	  Esquema	  del	  vector	  pET3a	   en	   el	   que	   se	   ha	   insertado	   la	   secuencia	   del	  mutante	   para	   su	   expresión	   bajo	   el	   control	   del	  promotor	  T7.	  Además,	  el	  vector	  presenta	  un	  origen	  de	  replicación	  derivado	  del	  vector	  pBR322	  y	  un	  gen	   de	   resistencia	   a	   ampicilina	   (AMPR).	   (B,	   E)	   Representación	   de	   los	   dominios	   funcionales	   que	  componen	  TBCB	   (arriba)	   y	   del	  mutante	  TBCBCG	   (B)	   o	  TBCBUBL	   (E).	   Los	   números	   representan	   los	  aminoácidos	  en	  que	  empiezan	  y	  acaban	  las	  proteínas	  (en	  negro)	  o	  cada	  uno	  de	  los	  dominios	  (con	  los	  mismos	  colores	  que	   los	  respectivos	  dominios).	  En	  el	  caso	  de	   los	  mutantes,	   los	  números	  hacen	  referencia	  a	   la	   secuencia	  de	   la	  proteína	   completa.	   (C,	  F)	  Clonación	   in	  silico	   de	   la	   secuencia	  de	   los	  mutantes	  (secuencias	  azules)	  en	  el	  vector	  pET3a	  (secuencia	  en	  gris).	  En	  el	  vector	  destacan	  con	  un	  recuadro	  rojo	  el	  promotor	  y	  el	  terminador	  de	  T7,	  así	  como	  la	  secuencia	  Shine-­‐Dalgarno	  de	  unión	  al	  ribosoma	  o	  RBS	  (del	  inglés,	  ribosome	  binding	  site)	  en	  un	  recuadro	  verde.	  Las	  dianas	  de	  restricción	  que	  permitieron	  la	  clonación	  de	  los	  mutantes	  se	  muestran	  en	  un	  recuadro	  azul	  (NdeI	  en	  el	  extremo	  5’	  y	  BamHI	  en	  el	  3’).	  Finalmente	  se	  indica	  la	  secuencia	  del	  motivos	  hexahistidinas	  en	  verde.	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1.5.	   Expresión	   y	   purificación	   del	   dominio	   CAP-­‐Gly	   de	   la	   proteína	   TBCB	  marcado	   con	   un	  motivo	  poli-­‐histidina	  (TBCBCG)	  	  	  TBCBCG	   se	   sobreexpresó	   en	   células	   procariotas,	   donde	   se	   observó	   que	   existía	   cierta	  heterogeneidad	   en	   cuanto	   a	   la	   respuesta	   al	   IPTG	   por	   parte	   de	   diferentes	   colonias	   de	  bacterias	   recombinantes,	   aunque	   en	   todos	   los	   casos	   la	   sobreexpresión	   resultó	   evidente	  tras	   la	   primera	   hora	   de	   inducción	   con	   IPTG	   a	   37	   ºC.	   En	   las	   colonias	   finalmente	  seleccionadas,	   se	   obtuvo	   el	  máximo	   rendimiento	   en	   la	   expresión	   tras	   la	   tercera	   hora	   de	  inducción	  (Figura	  14A).	  	  
	  
Figura	  14.	  Purificación	  de	  TBCBCG.	   (A)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %	  en	  el	  que	  se	  muestran	   los	  extractos	   de	   proteínas	   totales	   antes	   de	   la	   inducción	   de	   la	   expresión	   del	   mutante	   (Pre.;	   15	  µl)	   y	  después,	  diferenciando	  en	  este	  último	  caso	   la	   fracción	   total	  y	   soluble	   (Sol.;	  5	  µl)	  del	  extracto.	   (B)	  Análisis	  de	  las	  fracciones	  cargadas	  (extracto,	  5	  µl)	  y	  eluídas	  de	  la	  cromatografía	  de	  afinidad	  (5	  µl).	  (C)	   Perfil	   de	   elución	   del	   mutante	   en	   la	   cromatografía	   de	   exclusión	   molecular	   (flecha	   roja).	   Con	  flechas	  verdes	  se	  indican	  los	  picos	  de	  elución	  de	  las	  proteínas	  que	  se	  emplearon	  en	  la	  calibración	  de	  la	  columna.	  En	  la	  base	  del	  pico	  mayoritario	  se	  indica	  con	  una	  línea	  verde	  las	  fracciones	  analizadas	  posteriormente.	  (D)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  en	  el	  que	  se	  muestran	  los	  controles	  de	  concentración	  de	  la	   proteína.	   (E)	   Ensayos	   de	   inmunodetección	   del	   mutante	   purificado	   mediante	   Western-­‐Blot,	  empleando	  como	  control	  positivo	  TBCBHIS.	  A	  la	  izquierda	  se	  muestra	  una	  imagen	  de	  la	  membrana	  teñida	  con	  rojo	  Ponceau,	  en	  el	  centro	  la	  inmunodetección	  con	  los	  anticuerpos	  policlonales	  contra	  la	  proteína	   TBCB	   murina	   completa,	   y	   a	   la	   izquierda	   la	   inmunodetección	   con	   los	   anticuerpos	  monoclonales	  contra	  el	  motivo	  de	  seis	  histidinas.	  (F)	  Análisis	  de	  las	  fracciones	  de	  la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  mediante	  PAGE-­‐SDS.	  	  Tras	   la	  preparación	  del	   extracto	  de	   la	   fracción	   soluble	  de	  proteínas	   celulares	   se	   verificó	  que	  TBCBCG	  no	   forma	  cuerpos	  de	   inclusión	  y	  prácticamente	   la	   totalidad	  de	   la	  muestra	  se	  mantiene	  en	  la	  fracción	  soluble	  (Figura	  14A).	  El	  primer	  paso	  de	  purificación	  consistió	  en	  una	   cromatografía	   de	   afinidad	   de	   tipo	   IMAC	   utilizando	   una	   columna	   de	   níquel	   pre-­‐empaquetadas	  en	  columnas	  HIStrap	  HP®.	  El	  análisis	  de	  las	  fracciones	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  reveló	  que	  la	  proteína	  había	  alcanzado	  un	  grado	  de	  pureza	  considerable,	  migrando	  como	  una	  única	  banda	  entre	  los	  marcadores	  de	  masa	  molecular	  de	  15	  y	  20	  kDa,	  de	  acuerdo	  a	  lo	  esperado.	  De	  este	  modo,	  el	  siguiente	  paso	  para	  completar	  la	  purificación	  consistió	  en	  una	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  con	  una	  columna	  Superdex	  75	  30/100	  GL®.	  En	  esta	  cromatografía	   se	   obtuvo	   un	   único	   pico	   de	   elución	   a	   los	   8,9	  ml	   (Figura	   14C)	   que,	   tras	   el	  análisis	   de	   las	   fracciones	   mediante	   PAGE-­‐SDS	   muestra	   un	   elevado	   grado	   de	   pureza	  	  (Figura	  14F).	  
	  La	   concentración	   de	   la	   proteína	   se	   llevó	   a	   cabo	   sin	   apenas	   pérdidas	   mediante	  ultrafiltración	   por	   centrifugación	   utilizando	  membranas	   de	   celulosa	   regenerada	   (Figura	  14D).	   A	   continuación,	   y	   con	   objeto	   de	   verificar	   de	   nuevo	   la	   presencia	   del	   motivo	  hexahistidina	  en	  la	  secuencia,	  así	  como	  la	  estabilidad	  de	  la	  proteína	  completa,	  se	  llevaron	  a	  cabo	   ensayos	   de	   inmunodetección	   de	   la	   misma	   forma	   que	   en	   los	   apartados	   anteriores,	  siento	   detectada	   la	   proteína	   en	   todos	   los	   casos	   como	   una	   única	   banda	   (Figura	   14E).	   En	  estos	  ensayos	  se	  empleó	  como	  control	  la	  muestra	  de	  TBCBHIS	  purificada	  anteriormente.	  	  	  1.6.	  Expresión	  y	  purificación	  del	  dominio	  UBL	  de	  la	  proteína	  TBCB	  marcado	  con	  un	  motivo	  poli-­‐histidinas	  (TBCBUBL)	  	  TBCBUBL	   se	   sobreexpresó	   en	   un	   sistema	   procariota	   de	   forma	   similar	   a	   las	   anteriores	  purificaciones.	   Sin	   embargo,	   al	   contrario	   que	   en	   los	   casos	   de	   TBCBHIS	   y	   TBCBCG,	   la	  sobreexpresión	  no	  resultó	  evidente	  ni	  siquiera	  tras	  una	  inducción	  de	  16h.	  Se	  comprobaron	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  diferentes	  colonias	  recombinantes,	  variando	  parámetros	  tales	  como	   la	   temperatura	   de	   crecimiento	   del	   cultivo	   antes	   y	   después	   de	   la	   inducción,	   la	  concentración	  de	   IPTG	  o	  el	  medio	  de	  crecimiento,	  sin	  encontrar	  ninguna	  condición	  en	   la	  que	   la	   expresión	   fuera	   detectable	   mediante	   PAGE-­‐SDS	   y	   tinción	   del	   gel	   con	   azul	   de	  Coomassie®	   (Figura	   15A),	   ni	   mediante	   inmunodetección	   con	   anticuerpos	   específicos	  (Figura	   15C).	   Aun	   así,	   se	   decidió	   intentar	   la	   purificación	   de	   la	   proteína	   asumiendo	   su	  presencia	   en	   concentraciones	   extremadamente	   bajas.	   De	   este	   modo,	   el	   primer	   paso	  consistió	  en	  una	   cromatografía	  de	  afinidad	  de	   tipo	   IMAC	  en	  una	  columna	  de	  níquel	  pre-­‐empaquetada	  HIStrap	  HP®,	  que	  permitió	  detectar	  en	  las	  fracciones	  analizadas	  la	  presencia	  de	   varias	   bandas	   de	   proteína,	   algunas	   de	   ellas	   compatibles	   con	   la	   masa	   molecular	  estimada	   de	   TBCBUBL	   (unos	   10,2	   kDa).	   El	   subsiguiente	   análisis	   por	  Western-­‐Blot	   con	   el	  mismo	   conjunto	   de	   anticuerpos	   ya	   mencionados	   anteriormente	   reveló	   la	   presencia	   de	  TBCBUBL	  con	  una	  movilidad	  electroforética	  semejante	  a	  la	  del	  marcador	  de	  peso	  molecular	  de	  15	  kDa	  (Figura	  15B).	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Figura	   15.	  Purificación	   de	  TBCBUBL.	   (A)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  12	  %	  en	  el	  que	  se	  analizan	   los	  controles	   de	   inducción	   de	   la	   proteína.	   Se	   muestran	   controles	   del	   cultivo	   bacteriano	   antes	   (Pre.;	  	  	  	  	  	  15	  µl)	  y	  después	  de	  la	  inducción	  con	  IPTG	  (3h	  y	  durante	  toda	  la	  noche;	  5	  µl	  cada	  una).	  (B)	  Análisis	  de	  las	  fracciones	  eluídas	  de	  la	  cromatografía	  de	  afinidad	  mediante	  PAGE-­‐SDS.	  (C)	  Inmunodetección	  mediante	  Western-­‐Blot	  de	  los	  controles	  de	  expresión	  de	  la	  proteína	  y	  de	  las	  fracciones	  eluídas	  de	  la	  cromatografía	   de	   afinidad.	   Se	   muestra	   la	   membrana	   de	   nitrocelulosa	   teñido	   con	   rojo	   Ponceau	  (arriba),	  la	  inmunodetección	  de	  la	  proteína	  con	  anticuerpos	  policlonales	  específicos	  de	  la	  proteína	  TBCB	  completa	  de	  ratón	  (centro)	  o	  con	  anticuerpos	  monoclonales	  específicos	  contra	   la	  secuencia	  de	   seis	   histidinas	   (abajo).	   En	   cada	   caso	   se	   remarca	   la	   presencia	   del	   mutante	   TBCBUBL	   con	   un	  recuadro.	   (D)	   Análisis	   de	   la	   muestra	   cargada	   (Ctl.,	   5	   µl)	   y	   de	   las	   fracciones	   eluídas	   de	   la	  cromatografía	   de	   intercambio	   iónico	   (5	   µl).	   (E)	  Gel	   de	   poliacrilamida	   en	   el	   que	   se	   muestran	   los	  controles	  de	  concentración	  de	  la	  proteína.	  Se	  emplean	  controles	  de	  movilidad	  electroforética	  de	  las	  proteínas	  TBCBHIS	  y	  TBCBCG.	  (F)	  Perfil	  de	  elución	  de	  TBCBUBL	  en	  una	  columna	  de	  precisión	  Superdex	  200	   PC	   (flecha	   roja).	   (G)	   Análisis	   mediante	   PAGE-­‐SDS	   de	   las	   fracciones	   recogidas	   en	   la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular.	  	  El	   siguiente	   paso	   de	   purificación,	   consistente	   en	   una	   columna	   de	   intercambio	   aniónico	  fuerte	  en	  una	  columna	  HiTrap	  Q	  FF	  ®,	  permitió	  incrementar	  la	  pureza	  de	  la	  proteína	  hasta	  un	   nivel	   compatible	   con	   los	   experimentos	   bioquímicos	   que	   se	   pretendían	   llevar	   a	   cabo	  (Figura	  15D).	  En	  este	  sentido,	  debido	  al	  bajo	  rendimiento	  de	   la	  expresión	  de	   la	  proteína	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que	   limitaba	   el	   número	   de	   pasos	   posibles	   en	   el	   protocolo	   de	   purificación,	   se	   decidió	  concentrar	  la	  proteína	  y	  finalizar	  la	  purificación	  en	  este	  punto	  (Figura	  15E).	  Sin	  embargo,	  con	   objeto	   de	   caracterizar	   la	   muestra	   en	   mayor	   profundidad,	   ésta	   se	   cargó	   en	   una	  cromatografía	   de	   exclusión	   molecular,	   en	   una	   columna	   Superdex	   200	   de	   precisión,	  obteniéndose	  un	  pico	  de	  elución	  homogéneo	  a	  los	  1,93	  ml,	  compatible	  con	  la	  elución	  de	  un	  dominio	  globular	  del	  tamaño	  estimado	  para	  TBCBUBL	  (Figuras	  15F	  y	  G).	  	  	  1.7.	  Expresión	  y	  purificación	  de	  la	  proteína	  fusión	  TBCB-­‐GFP	  (TBCBGFP)	  	  
1.7.1.	  Diseño	  de	  clonación	  del	  mutante	  TBCBGFP	  	  Con	   objeto	   de	   incorporar	   GFP	   en	   el	   extremo	   amino	   terminal	   de	   TBCB	   se	   empleó	   como	  molde	  un	  vector	  que	   incluía	   la	   secuencia	  humana	  de	  TBCB	  cedido	  por	  el	  Dr.	   Juan	  Carlos	  Zabala.	  Mediante	  una	   reacción	  de	  PCR	  se	   introdujeron	  en	   los	  extremos	  del	   secuencia	  de	  TBCB	   dos	   dianas	   de	   restricción	   que	   permitieron	   su	   clonación	   direccional	   en	   el	   vector	  pET29c.	  A	  continuación,	  se	  amplificó	  la	  secuencia	  de	  GFP	  introduciendo	  una	  misma	  diana	  de	   restricción	   en	   ambos	   extremos	   a	   través	   de	   las	   cuales	   se	   llevó	   a	   cabo	   la	   clonación	  mediante	  el	  sistema	   	   InFusion®	  de	  GFP	  en	  el	  extremo	  5’	  de	   la	  secuencia	  de	  TBCB	  (Figura	  16).	  	  
1.7.2.	  Expresión	  y	  purificación	  del	  mutante	  TBCBGFP	  	  La	   sobreexpresión	   de	   la	   proteína	   se	   llevó	   a	   acabo	   en	   un	   sistema	   procariota	   donde	   se	  comporta	   como	   una	   proteína	   soluble	   (Figura	   17A).	   Por	   analogía	   con	   el	   protocolo	   de	  purificación	  de	  TBCB,	  el	  primero	  paso	  consistió	  en	  una	  precipitación	  selectiva	  de	  proteínas	  con	   sulfato	   amónico,	   seguido	   de	   una	   cromatografía	   de	   intercambio	   hidrófobo	   en	   una	  columna	  Phenyl	  Sepharose®,	   eluyendo	   la	  proteína	  en	  un	  gradiente	  decreciente	  de	  sulfato	  amónico	  (Figura	  17B).	  A	  continuación,	   la	  misma	  muestra	  se	  sometió	  a	  una	  cromatografía	  de	   intercambio	   aniónico	   fuerte	   en	   una	   columna	  HiTrap	  Q®.	   El	   análisis	   de	   las	   fracciones	  mediante	   PAGE-­‐SDS	  mostró	   dos	   bandas	  mayoritarias	   con	   una	  movilidad	   electroforética	  intermedia	  entre	  los	  marcadores	  de	  masa	  molecular	  de	  66	  y	  45	  kDa	  (Figura	  17C).	  
	  La	   muestra	   previamente	   diluida	   se	   cargó	   de	   nuevo	   en	   una	   columna	   de	   intercambio	  aniónico	   de	   precisión	   Mono	   Q	   4,6/100	   PE®,	   lo	   que	   permitió	   no	   sólo	   aumentar	   la	  homogeneidad	   de	   la	   muestra	   como	   se	   observa	   en	   el	   análisis	   de	   las	   fracciones	   eluidas	  (Figura	  10D),	  sino	  también	  concentrarla.	  La	  elución	  de	   la	  muestra	  se	  produce	   junto	  a	  un	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contaminante	  persistente	  de	  menor	  masa	  molecular	  aparente	  que	  ya	   se	  había	  detectado	  en	  el	  paso	  cromatográfico	  anterior.	  	  
	  
Figura	  16.	  Diseño	  experimental	  de	  la	  proteína	  fusión	  TBCBGFP.	  	  (A)	  Esquema	  del	  vector	  pET29c	  recombinante	   tras	   el	   primer	   paso	   de	   la	   clonación.	   En	   él	   se	   muestra	   la	   secuencia	   de	   la	   proteína	  humana	   TBCB,	   el	   origen	   de	   replicación	   derivado	   del	   vector	   pBR322,	   y	   la	   posición	   de	   un	   gen	   de	  resistencia	  a	  kanamicina	  (KANR).	  (B)	  Clonación	  in	  silico	  de	  la	  secuencia	  de	  TBCB	  humana	  (en	  azul,	  con	  el	  codón	  de	  iniciación	  ATG	  y	  de	  terminación	  TGA	  subrayados)	  en	  el	  vector	  pET29c	  (en	  gris).	  Se	  destacan	  en	  recuadros	  rojos	  el	  promotor	  y	  terminador	  de	  T7,	  en	  un	  recuadro	  verde	  la	  secuencia	  de	  unión	  al	  ribosoma,	  y	  en	  recuadros	  azules	  las	  dianas	  de	  restricción	  empleadas	  en	  esta	  clonación.	  (C)	  Esquema	  del	  mismo	  vector	  que	  en	  A,	  donde	  se	  ha	  introducido	  en	  un	  segundo	  paso	  de	  clonación,	  la	  secuencia	   de	   la	   proteína	   GFP.	   (D)	   Clonación	   in	   silico	   de	   la	   secuencia	   de	   GFP	   en	   el	   extremo	   5’	   de	  TBCB	  y	  en	  el	  mismo	  marco	  de	  lectura	  para	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  de	  fusión	  TBCBGFP.	  Además	  de	   los	   rasgos	   descritos	   en	   B),	   se	  muestra	   en	   verde	   la	   secuencia	   correspondiente	   que	   codifica	   la	  proteína	  GFP.	  	  	  	  Finalmente,	   se	   llevó	   a	   cabo	   una	   cromatografía	   de	   exclusión	   molecular	   en	   una	   columna	  
Superdex	   75	   10/300	   GL®.	   En	   el	   perfil	   de	   esta	   cromatografía	   se	   obtuvo	   un	   único	   pico	  homogéneo	  que	  eluyó	  a	   los	  8,9	  ml,	   ligeramente	  retrasado	  con	  respecto	  al	  marcador	  BSA,	  con	  una	  masa	  molecular	  de	  unos	  67	  kDa	  (Figura	  17E).	  El	  análisis	  mediante	  PAGE-­‐SDS	  de	  las	   fracciones	   tomadas	  de	  dicho	  pico	  mostraron	  una	  composición	  homogénea	  del	  mismo	  (Figura	  17H).	  
	  	  
A	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	   	   	   	   	  	  
C	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  D	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Figura	  17.	  Purificación	  de	  la	  proteína	  de	  fusión	  TBCBGFP.	  (A)	  Control	  de	  expresión	  de	  la	  proteína	  fusión	   antes	   (Pre.;	   15	   µl)	   y	   después	   de	   las	   3h	   de	   inducción	   (5	   µl).	   (B)	   Control	   de	   la	   fracción	  insoluble	   de	   la	   precipitación	   selectiva	   con	   NH4(SO4)2	   (5	   µl)	   y	   de	   las	   fracciones	   eluídas	   tras	   la	  cromatografía	  de	  interacción	  hidrófoba	  (5	  µl	  cada	  fracción).	  (C)	  Control	  de	  la	  muestra	  cargada	  (Ctl.;	  5	  µl)	  y	  de	   las	   fracciones	  eluídas	  tras	   la	  primera	  cromatografía	  de	   intercambio	  aniónico	  (5	  µl	  cada	  fracción).	  (D)	  Control	  de	  la	  muestra	  cargada	  (Ctl.;	  5	  µl)	  y	  de	  las	  fracciones	  eluídas	  tras	  la	  segunda	  cromatografía	   de	   intercambio	   aniónico	   (5	   µl	   cada	   fracción).	   (E)	   Perfil	   cromatográfico	   de	   la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular.	  Se	  indica	  con	  una	  flecha	  roja	  el	  pico	  de	  elución	  de	  la	  proteína	  TBCBGFP,	   y	   con	   flechas	   verdes	   los	   volúmenes	   de	   elución	   de	   los	   marcadores	   empleados	   en	   la	  calibración	   de	   la	   columna.	   En	   la	   base	   del	   perfil	   se	   indican	   con	   una	   línea	   verde	   las	   fracciones	  analizadas	  posteriormente.	  (F)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  con	  controles	  de	  la	  proteína	  purificación	  tras	  haber	  aplicado	  un	  golpe	  de	  calor	  previo	  a	  la	  electroforesis	  (+Calor)	  o	  sin	  él	  (-­‐Calor),	  apreciándose	  un	  cambio	  significativo	  en	  la	  movilidad	  electroforética	  de	  la	  muestra.	  (G)	  Vial	  que	  contiene	  muestra	  purificada	  y	  concentrada	  de	  TBCBGFP.	  (H)	  Análisis	  de	  las	  fracciones	  eluídas	  en	  la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  (5	  µl	  cada	  fracción).	  	  Tras	   la	  concentración	  de	  la	  muestra	  se	  apreció	  que	  ésta	  tenía	  el	  color	  verde	  propio	  de	  la	  proteína	   GFP	   (Figura	   17G).	   Además,	   se	   observó	   que	   al	   someter	   la	   muestra	   a	  desnaturalización	   térmica	   antes	   de	   su	   carga	   en	   un	   gel	   PAGE-­‐SDS,	   se	   produce	   una	  apreciable	  disminución	  de	  su	  movilidad	  electroforética	  (Figura	  17F).	  	  	  	  	  
A	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  C	   	   	  
	   	  	  
D	   	   	   	   	   	   E	   	   	   	   	  	  
F	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  G	   	   	  	  H	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2.	  ENSAYOS	  DE	  ACTIVIDAD	  DE	  LOS	  COFACTORES	  DE	  UNIÓN	  A	  TUBULINA	  	  	  2.1.	  Ensayo	  de	  actividad	  de	  las	  proteínas	  TBCE	  y	  TBCB.	  	  
	  Con	   objeto	   de	   evaluar	   la	   actividad	   de	   TBCE	   y	   TBCB	   tras	   su	   expresión	   como	   proteínas	  heterólogas	   y	   su	   posterior	   purificación,	   se	   llevaron	   a	   cabo	   ensayos	   de	   actividad	   de	  disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   αβ	   en	   geles	   de	   electroforesis	   en	   condiciones	  nativas.	   Ambas	   proteínas	   forman	   parte	   de	   la	   ruta	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   de	  tubulina	  y	  secuestro	  de	   tubulina	  α,	  y	  actúan	  a	  modo	  de	  reservorio	  (Figura	  18A).	  En	  este	  caso,	  TBCE	  posee	  per	  se	  la	  capacidad	  de	  disociar	  el	  heterodímero	  de	  tubulina,	  si	  bien	  esta	  actividad	  se	  ve	  notablemente	  incrementada	  en	  presencia	  de	  TBCB.	  	  
	  Concentraciones	  molares	  equimolares	  de	  TBCE,	  TBCB	  y	  tubulina	  αβ	  se	  mezclaron	  en	  una	  solución	  de	  interacción	  en	  presencia	  de	  GTP	  e	  se	  incubaron	  durante	  30	  min	  a	  30	  ºC	  	  para	  permitir	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  y	  la	  formación	  del	  complejo	  ternario	  compuesto	  por	  TBCE,	  TBCB	  y	  tubulina	  α	  (αEB).	  
	  En	   el	   gel	   nativo	   se	   puede	   diferenciar	   claramente	   la	  movilidad	   electroforética	   de	   ambos	  cofactores	  ya	  que	  TBCE	  apenas	  penetra	  en	  el	   gel	  nativo	  y	  queda	   retenido	  en	   la	  base	  del	  pocillo,	   mientras	   que	   TBCB	   forma	   una	   única	   banda	   más	   difusa.	   Por	   su	   parte	   el	  heterodímero	   de	   tubulina	   aparece	   como	   una	   única	   banda	   de	   mayor	   movilidad	  electroforética	  que	  TBCB	  y,	  por	  supuesto,	  que	  TBCE.	  La	  adición	  de	  TBCE	  a	  tubulina	  αβ	  en	  la	  solución	  de	  reacción	  permitió	  determinar	  la	  actividad	  basal	  de	  disociación	  por	  parte	  de	  este	   cofactor	   en	   solitario,	   como	   una	   reducción	   en	   la	   intensidad	   de	   la	   banda	  correspondiente	   al	   heterodímero	   de	   tubulina	  αβ.	   Tanto	   el	   exceso	   de	   TBCB	   como	   de	   las	  subunidades	   disociadas	   y,	   por	   lo	   tanto,	   inestables,	   de	   tubulina	   α	   y	   tubulina β	   quedan	  retenidas	  en	  la	  base	  del	  pocillo.	  La	  posible	  formación	  de	  un	  complejo	  binario	  entre	  TBCE	  y	  tubulina	  α	  (αE)	  no	  se	  detecta	  en	  el	  gel.	  Por	  su	  parte,	  la	  adición	  de	  ambos	  cofactores	  TBCE	  y	  TBCB	   junto	   a	   la	   tubulina	   αβ	   en	   cantidades	   estequiométricas	   supone	   la	   disociación	  completa	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   y	   la	   formación	   de	   un	   complejo	   ternario	   estable	  
αEB	  que	  se	  observa	  como	  una	  banda	  extra	  en	  el	  gel	  nativo	  (Figura	  18B).	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Figura	  18.	  Disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ 	  y	   formación	  del	  complejo	  ternario	  
αEB.	  (A)	  Esquema	  de	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ.	  (B)	  Gel	  nativo	  al	  6	  %	  donde	  se	  muestra	   la	  movilidad	  electroforética	  de	  TBCE,	  TBCB	  y	  del	  heterodímero	  de	  tubulina;	   junto	  a	   la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  p	  or	  parte	  de	  TBCE	  (αE)	  y	  de	  los	  dos	  cofactores	  TBCE	  y	  TBCB	  (αEB).	  Con	  una	  línea	  se	  muestra	  la	  movilidad	  del	  complejo	  ternario	  αEB.	  	  	  2.2.	  Actividad	  de	  los	  mutantes	  TBCECG	  y	  TBCEUBL	  en	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ	  
	  Con	  objeto	  de	  determinar	  si	  los	  dominios	  aislados	  CAP-­‐Gly	  (TBCECG)	  y	  UBL	  (TBCEUBL)	  de	  la	  proteína	   TBCE	   humana	   son	   capaces,	   en	   presencia	   y	   ausencia	   de	   TBCB,	   de	   disociar	   el	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ,	  y	  constituir	  así	  alguno	  de	  los	  dos	  una	  suerte	  de	  componente	  funcional	  básico,	  se	  llevaron	  a	  cabos	  ensayos	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  en	  el	  geles	  de	  poliacrilamida	  y	  en	  condiciones	  nativas	  en	  presencia	  de	  GTP.	  	  	  
	  
Figura	  19.	  Actividad	  de	  los	  dominios	  aislados	  TBCECG	  (ECG)	  y	  TBCEUBL	  (EUBL)	  en	  la	  disociación	  
del	   heterodímero	   de	   tubulina	   αβ .	   Gel	   de	   poliacrilamida	   en	   condiciones	   nativas	   en	   el	   que	   se	  muestran,	  de	  izquierda	  a	  derecha,	  los	  controles	  de	  TBCB	  (B)	  y	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  (αβ),	  el	  control	   de	   actividad	   de	   TBCE	   (αE)	   y	   de	   los	   cofactores	   TBCB	   y	   TBCE	   (αEB)	   en	   la	   disociación	   del	  heterodímero.	  En	  rojo	  se	  destaca	  la	  formación	  del	  complejo	  ternario	  αEB	  en	  este	  último	  control.	  A	  la	   derecha	   se	  muestra	   la	   actividad	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   de	   los	   dominios	  aislados	   TBCE7-­‐79	   (ECG)	   y	   TBCE443-­‐527	   (EUBL)	   tras	   la	   incubación	   de	   ambos	   dominios	   con	   el	  heterodímero	  de	  tubulina	  y,	  en	  las	  dos	  últimas	  calles	  del	  gel,	  también	  en	  presencia	  de	  TBCB.	  	  
A	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	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En	  estos	  ensayos	  se	  observó	  como	  la	  intensidad	  de	  la	  banda	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  teñida	  con	  Coomassie®	  no	  se	  ve	  reducida	  en	  presencia	  de	  los	  dominios	  globulares	  aislados	  de	   TBCE	   en	   ningún	   caso,	   ni	   siquiera	   en	   presencia	   de	   TBCB,	   lo	   que	   indica	   la	   falta	   de	  actividad	  de	  los	  mismos	  (Figura	  19).	  	  	  2.3.	   Actividad	   de	   los	  mutantes	   TBCBUBL	   y	   TBCBCG	   en	   la	   disociación	   del	   heterodímero	   de	  tubulina	  αβ	  
	  Con	  objeto	  de	  analizar	  la	  capacidad	  de	  cada	  uno	  de	  los	  mutantes	  de	  TBCB	  de	  estimular	  la	  actividad	   de	   TBCE	   en	   la	   disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   αβ,	   se	   preparó	   la	  reacción	   en	   presencia	   de	   GTP	   y	   se	   analizó	   mediante	   electroforesis	   en	   geles	   de	  poliacrilamida	   en	   condiciones	  nativas.	   En	   cada	   caso,	   y	   para	   comparar	   las	   actividades	  de	  disociación	  obtenidas	  para	  cada	  mutante,	  se	  emplearon	  controles	  de	  actividad	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  completos,	  en	  conjunto	  y	  por	  separado.	  
	  	  
	  
Figura	  20.	  Actividad	  de	  TBCBCG	  en	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ .	  (A)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  y	  condiciones	  nativas	  en	  las	  que	  se	  muestran,	  de	  izquierda	  a	  derecha,	  los	  controles	  de	   movilidad	   electroforética	   de	   TBCE	   (en	   la	   base	   del	   pocillo	   del	   gel),	   TBCB,	   TBCBCG	   y	   del	  heterodímero	   de	   tubulina	   αβ.	   A	   continuación	   se	   muestra	   la	   reacción	   de	   disociación	   del	  heterodímero	  de	   tubulina	  y	   la	   formación	  del	   complejo	  αEB	  (señalado	  con	  una	  elipse	   roja)	   tras	   la	  incubación	   de	   TBCE	   y	   TBCB	   y	   el	   heterodímero	   de	   tubulina.	   (B)	   Actividad	   de	   disociación	   del	  heterodímero	   por	   parte	   de	   TBCE	   y	   de	   TBCBCG,	   este	   último	   en	   concentraciones	   estequiométricas	  (izquierda)	   y	   sobre-­‐estequiométricas.	   (C)	   De	   izquierda	   a	   derecha	   se	   muestra	   el	   control	   de	  movilidad	   y	   cantidad	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   αβ	   en	   el	   ensayo,	   el	   control	   de	   actividad	   de	  disociación	   por	   parte	   de	   TBCE	   (αE),	   el	   control	   de	   disociación	   y	   formación	   del	   complejo	  αEB	   en	  presencia	   de	   TBCE	   y	   TBCB,	   y	   la	   actividad	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   por	   parte	   de	   TBCE	   y	  cantidades	  crecientes	  de	  TBCBCG,	  a	  saber,	  de	  izquierda	  a	  derecha,	  una	  relación	  molar	  1:2:2	  (tubulina	  
αβ:TBCE:TBCB),	  1:2:4	  y	  1:2:8.	  	  De	   este	  modo,	   se	   puede	   observar	   como	   la	   incubación	   del	  mutante	   TBCBCG,	   con	   TBCE	   y	  tubulina	   αβ,	   contribuye	   significativamente	   a	   la	   disociación	   del	   heterodímero,	  observándose	  una	  actividad	  de	  disociación	  total	  superior	  a	  aquella	  observada	  para	  TBCE	  únicamente.	  Por	  otra	  parte,	  la	  adición	  de	  concentraciones	  crecientes	  de	  TBCBCG	  no	  parece	  
A	   	   	   	  	  	  	  	  B	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contribuir	   a	   un	   incremento	   significativo	   en	   la	   disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	  (Figura	  20).	  
	  Por	  su	  parte,	  TBCBUBL	  no	  penetra	  en	  el	  gel	  nativo	  en	  las	  condiciones	  establecidas	  en	  estos	  ensayos,	  pero	  aun	  así	  su	  efecto	  sobre	  la	  actividad	  de	  disociación	  se	  evaluó	  en	  función	  de	  la	  pérdida	   de	   intensidad	   de	   la	   banda	   de	   proteína	   correspondiente	   al	   heterodímero	   de	  tubulina	   αβ.	   De	   este	   modo,	   es	   posible	   afirmar	   que	   TBCBUBL	   no	   parece	   estimular	  significativamente	   a	   la	   actividad	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   de	   TBCE	  (Figura	  21).	  	  
	  
Figura	  21.	  Actividad	  de	  TBCBUBL	   en	   la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	   tubulina	  αβ .	  Gel	  de	  poliacrilamida	  y	  condiciones	  nativas	  en	  las	  que	  se	  muestran,	  de	  izquierda	  a	  derecha,	  los	  controles	  de	  movilidad	  electroforética	  de	  TBCB	  y	  el	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ,	  la	  actividad	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  por	  parte	  de	  TBCE	  y	  de	  TBCE	  junto	  a	  TBCB.	  En	  este	  último	  caso,	   la	  banda	  extra	  que	   aparece	   en	   el	   gel	   corresponde	   al	   complejo	   ternario	   αEB	   (señalado	   con	   una	   elipse	   roja).	   A	  continuación	  se	  muestra	  un	  control	  de	  movilidad	  de	  TBCBUBL	  (que	  no	  entra	  en	  el	  gel	  nativo)	  y	  su	  capacidad	  de	  disociar	  el	  heterodímero	  de	  tubulina	  en	  presencia	  también	  de	  TBCE.	  A	  la	  derecha	  se	  muestra	  un	  control	  de	  movilidad	  del	  mutante	  TBCBCG	  y	  su	  correspondiente	  reacción	  de	  disociación	  junto	  a	  TBCE.	  	  	  2.4.	  Ensayo	  de	  actividad	  de	  TBCBGFP	  en	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  	  
	  El	  estudio	  de	  la	  capacidad	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  mediante	  geles	  de	  electroforesis	  en	  condiciones	  nativas	  permitió	  verificar	  que	  la	  fusión	  de	  la	  proteína	  GFP	  en	  el	  extremo	  amino	  terminal	  de	  TBCB	  no	  alteraba	  la	  capacidad	  de	  este	  cofactor	  de	  estimular	  la	  actividad	  de	  TBCE	  en	  la	  disociación	  del	  heterodímero.	  De	  esta	  forma,	  se	  observa	  en	  los	  geles	  que	  la	  actividad	  de	  TBCBGFP	  es	  equivalente	  a	  la	  de	  la	  proteína	  silvestre	  en	  cuanto	  a	  la	  disociación	   del	   heterodímero	   y	   formación	   de	   un	   complejo	   ternario	   estable	   entre	   los	  cofactores	   TBCE,	   TBCBGFP	   y	   tubulina	   α	   (αEBGFP),	   como	   demuestra	   la	   aparición	   de	   una	  banda	  de	  proteína	  extra	  en	  el	  gel	  de	  movilidad	  electroforética	   ligeramente	  menor	  que	  el	  complejo	  αEB	  (Figura	  22).	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Figura	  22.	  Actividad	  de	  TBCBGFP	   en	   la	   disociación	  del	   heterodímero	  de	   tubulina	  αβ .	  Gel	  de	  poliacrilamida	  y	  condiciones	  nativas	  en	  las	  que	  se	  muestran,	  de	  izquierda	  a	  derecha,	  los	  controles	  de	   movilidad	   electroforética	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	  αβ,	   TBCB	   y	   TBCBGFP,	   seguidos	   de	   un	  control	  de	  formación	  de	  un	  complejo	  binario	  entre	  TBCE	  y	  TBCBGFP	  y	  de	  otro	  control	  de	  actividad	  de	  disociación	   del	   mutante	   TBCBGFP	   por	   sí	   solo.	   A	   continuación	   se	   muestra	   la	   disociación	   del	  heterodímero	  en	  presencia	  de	  concentraciones	  sobreestequiométricas	  a	  favor	  de	  TBCBGFP,	  así	  como	  la	   consecuente	   formación	   de	   un	   complejo	   ternario	  αEBGFP.	   Por	   último,	   se	  muestra	   un	   control	   de	  disociación	  por	  parte	  de	  TBCB	  y	  TBCE,	  y	  la	  formación	  del	  complejo	  αEB.	  	  	  3.	  ESTUDIO	  DE	  LOS	  COMPLEJOS	  DE	  COFACTORES	  DE	  UNIÓN	  A	  TUBULINA	  	  3.1.	  Estudio	  de	  la	  formación	  del	  complejo	  binario	  entre	  TBCE	  y	  TBCB.	  	  
	  
3.1.1.	  Análisis	  del	  complejo	  mediante	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  y	  electroforesis	  
en	  geles	  de	  poliacrilamida	  y	  en	  condiciones	  nativas	  
	  De	  forma	  previa	  a	  la	  purificación	  del	  complejo	  ternario	  formado	  por	  ambos	  cofactores	  y	  su	  sustrato,	  tubulina	  α,	  se	  decidió	  llevar	  a	  cabo	  un	  estudio	  del	  complejo	  binario	  formado	  por	  ambos	  cofactores	  (EB).	  	  La	  formación	  de	  este	  complejo	  se	  ha	  descrito	  como	  un	  paso	  previo	  a	   la	   interacción	   de	   los	   cofactores	   con	   el	   heterodímero	   de	   tubulina	   αβ (Kortazar	   et	   al.,	  2007)	   (Figura	   23A)	   y	   su	   formación	   in	   vitro	   se	   confirmó	   mediante	   cromatografía	   de	  exclusión	  molecular	  (Figuras	  23B	  y	  D).	  	  
	  Con	   objeto	   de	   desplazar	   el	   equilibrio	   hacia	   la	   formación	   del	   complejo	   EB,	   se	  mezclaron	  ambas	  proteínas	  estableciendo	  una	  relación	  molar	  1:2	  a	  favor	  de	  TBCB	  para	  favorecer	  que	  todas	  las	  moléculas	  de	  TBCE	  formaran	  parte	  del	  complejo,	  de	  forma	  que	  el	  pico	  de	  elución	  correspondiente,	  de	  aproximadamente	  90	  kDa,	   solapara	   lo	  menos	  posible	   con	  el	  pico	  de	  un	   posible	   exceso	   de	   TBCE,	   cuya	   peso	   molecular	   es	   de	   60	   kDa;	   mientras,	   el	   exceso	   de	  TBCB,	  de	  unos	  27	  kDa,	  no	  debiera	  solapar	  con	  el	  perfil	  de	  elución	  del	  complejo	  en	  ningún	  caso.	   Durante	   el	   experimento	   se	   confirmó	   un	   retraso	   en	   la	   elución	   del	   pico	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correspondiente	  al	  complejo	  binario	  en	  el	  cromatograma	  (Figura	  23B),	  ya	  que	  la	  muestra	  que	   contenía	   las	   dos	   proteínas	   eluyó	   en	   un	   pico	   mayoritario	   de	   mayor	   tamaño	   que	   el	  correspondiente	  a	  TBCE	  y	  un	  pico	  minoritario	  del	  mismo	  tamaño	  que	  las	  subunidades	  de	  TBCB	   que	   representaría	   el	   exceso	   añadido	   de	   esta	   proteína.	   La	   presencia	   de	   las	   dos	  proteínas	   en	   un	  pico	   de	   elución	   retrasado	   respecto	   a	   cada	   uno	  de	   los	   sus	   eluciones	   por	  separado	  se	  confirmó	  mediante	  PAGE-­‐SDS	  (Figura	  23D),	  lo	  que	  apunta	  a	  la	  formación	  del	  complejo	   EB.	   En	   este	   mismo	   gel	   de	   poliacrilamida	   se	   observa	   una	   tercera	   banda	   de	  proteína	  de	  movilidad	  electroforética	  intermedia	  entre	  TBCE	  y	  TBCB	  que	  correspondería	  a	  la	  proteólisis	  de	  TBCE	  descrita	  anteriormente.	  	  
	  Por	  otra	  parte,	  cabe	  destacar	  que	  si	  bien	  la	  formación	  de	  este	  complejo	  se	  ha	  confirmado	  mediante	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular,	  el	  mismo	  complejo	  no	  parece	  formarse,	  al	  menos	  de	   forma	  estable,	   en	   electroforesis	   en	   condiciones	  nativas,	   al	   contrario	  de	   lo	  que	  ocurre	  con	  el	  complejo	  αEB	  (Figura	  23C).	  	  
	  
Figura	  23.	  Análisis	  del	  complejo	  binario	  EB	  mediante	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  
y	  electroforesis	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  y	  en	  condiciones	  nativas.	  (A)	  Esquema	  propuesto	  de	   la	   formación	   del	   complejo	   EB	   previa	   a	   la	   disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   αβ	   y	  secuestro	  por	  su	  parte	  de	  tubulina	  α.	   (B)	  Cromatograma	  de	   la	   formación	  del	  complejo	  binario	  EB	  (perfil	  azul)	  junto	  a	  los	  controles	  de	  elución	  de	  TBCE	  (verde)	  y	  TBCB	  (rojo)	  por	  separado.	  Se	  indica	  en	   cada	   caso	   los	   volúmenes	   de	   elución.	   Con	   una	   línea	   verde	   se	  marcan	   las	   fracciones	   analizadas	  mediante	   PAGE-­‐SDS.	   (C)	   Gel	   de	   poliacrilamida	   al	   6	   %	   en	   el	   que	   se	   muestra	   la	   movilidad	  electroforética	  en	  condiciones	  nativas	  de	  TBCE	  y	  TBCB,	  así	  como	  de	  la	  mezcla	  de	  reacción	  de	  ambas	  proteínas.	  (D)	  Análisis	  de	  las	  fracciones	  de	  la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  del	  complejo	  EB	  mediante	   PAGE-­‐SDS.	   Las	   bandas	   de	   proteína	   mayoritarias	   de	   mayor	   y	   menor	   movilidad	  electroforética	  corresponden	  a	  TBCE	  y	  TBCB	  respectivamente.	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3.1.2.	  Fijación	  química	  del	  complejo	  binario	  EB	  
	  Con	  objeto	  de	  estabilizar	  el	  complejo	  EB,	  se	  plantearon	  y	  llevaron	  a	  cabo	  diversos	  ensayos	  de	   fijación	   química	   del	   complejo.	   En	   este	   sentido,	   inicialmente	   se	   trató	   de	   fijar	  directamente	  el	   complejo	   formado	  mediante	   la	  adición	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  glutaraldehido	   (0,01-­‐0,5	  %	   (v/v))	   a	   una	  mezcla	   de	   0,5	  µg	   total	   de	   ambos	   cofactores	   en	  concentraciones	  estequiométricas.	  Sin	  embargo,	  en	   todos	   los	  casos,	   la	  adición	  del	  agente	  de	   fijación	   favoreció	   la	   formación	  de	   interacciones	   inespecíficas	   y	   a	   la	   agregación	  de	   las	  proteínas	   según	   se	   comprobó	   mediante	   el	   análisis	   por	   PAGE-­‐SDS	   y	   microscopía	  electrónica	   (datos	   no	   mostrados).	   Por	   este	   motivo,	   se	   decidió	   llevar	   a	   cabo	   una	  aproximación	   más	   sofisticada	   de	   fijación	   química	   empleando	   la	   técnica	   denominada	  GraFix	   (Kastner	   et	   al.,	   2008).	   De	   nuevo	   con	   este	   método	   se	   lleva	   a	   cabo	   una	   fijación	  química	   de	   las	   proteínas	   empleando	   glutaraldehido,	   si	   bien	   esta	   fijación	   tiene	   lugar	   de	  forma	  suave	  y	  progresiva	   combinando	   la	   centrifugación	  en	  un	  gradiente	  de	  densidad	  de	  glicerol	  con	  un	  gradiente	  de	  agente	  de	  fijación	  (Figura	  24B).	  Las	  proteínas	  de	  mayor	  masa	  molecular	   presentan	   una	  mayor	  movilidad	   en	   el	   gradiente	   de	   glicerol	   y,	   según	   avanzan	  hacia	  el	   fondo	  del	   tubo,	   se	  encuentran	  concentraciones	  crecientes	  de	  glutaraldehido	  que	  fija	   químicamente	   los	   grupos	   amino-­‐ε	   terciarios	   de	   lisinas	   estableciendo	   enlaces	   intra	   e	  intermoleculares.	  
	  Teniendo	  en	  cuenta	  el	  tamaño	  de	  cada	  una	  de	  las	  proteínas	  y	  la	  masa	  molecular	  esperada	  para	   el	   complejo	   EB	   se	   preparó	   un	   gradiente	   de	   glicerol	   del	   5	   al	   25	   %	   (v/v)	   y	   se	  seleccionaron	   unos	   parámetros	   de	   ultracentrifugación	   de	   18h	   a	   40.000	   rpm,	   que	  teóricamente	   son	   los	   más	   adecuados	   para	   la	   separación	   de	   complejos	   de	   100	   kDa	  aproximadamente	  (Stark,	  2010).	  De	  esta	  manera,	  se	  prepararon	  réplicas	  de	  muestras	  que	  contenían	  concentraciones	  estequiométricas	  de	  ambos	  TBCB	  y	  TBCE	  por	  una	  parte,	  y	  de	  muestras	  que	  contenían	   la	  mitad	  de	   la	   concentración	  usada	  en	   la	   reacción	  anterior	  para	  cada	  uno	  de	   los	  cofactores	  por	  separado	  para	  emplearlos	  como	  controles	  en	  presencia	  y	  ausencia	  de	  glutaraldehido	  (Figuras	  24A	  y	  B).	  De	  esta	  manera	  se	  pudo	  analizar	  mediante	  PAGE-­‐SDS	   la	   formación	   de	   complejos	   fijados	   químicamente,	   así	   como	   las	   posibles	  fijaciones	  intramoleculares	  en	  cada	  uno	  de	  los	  cofactores.	  
	  En	  los	  controles	  de	  la	  ultracentrifugación	  del	  complejo	  EB	  y	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  por	  separado	  en	  ausencia	  de	  glutaraldehido,	  se	  puede	  observar	  como	  la	  movilidad	  tanto	  de	  TBCE	  como	  TBCB	  se	  mantiene	  cuando	  ambas	  proteínas	  se	  encuentran	  juntas	  en	  un	  mismo	  gradiente,	  lo	  que	  parece	  indicar	  que	  el	  complejo	  EB	  no	  se	  forma	  en	  estas	  condiciones	  o	  que,	  al	  menos,	  no	  es	  lo	  suficientemente	  estable.	  Tanto	  en	  el	  caso	  del	  ensayo	  con	  el	  	  complejo	  EB	  como	  de	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TBCE,	  se	  observó	  una	  banda	  extra	  por	  encima	  del	  marcador	  de	  100	  kDa	  que	  correspondía	  a	  un	  contaminante	  persistente	  en	  la	  purificación	  de	  TBCE	  (Figuras	  24C,	  D	  y	  E).	  	  
	  
	  
Figura	   24.	   Fijación	   química	   del	   complejo	   binario	   EB	   mediante	   GraFix.	   (A-­‐B)	   Esquema	   del	  gradiente	   de	   glicerol	   (A)	   y	   de	   glicerol	   con	   glutaraldehido	   (B)	   del	   método	   GraFix.	   (C-­‐E)	   Análisis	  mediante	   PAGE-­‐SDS	   de	   las	   fracciones	   del	   gradiente	   de	   glicerol	   correspondiente	   al	   estudio	   del	  complejo	  binario	  EB	  (C)	  y	  a	  los	  controles	  de	  TBCE	  (D)	  y	  TBCB	  (E),	  teñidos	  con	  solución	  de	  plata.	  En	  los	  geles	  C	  y	  D,	  además,	  se	  incluye	  un	  control	  de	  la	  muestra	  cargada	  en	  el	  gradiente	  de	  glicerol.	  (F-­‐G)	   Análisis	   mediante	   PAGE-­‐SDS	   de	   las	   fracciones	   del	   gradiente	   de	   glicerol	   y	   glutaraldehido	  correspondiente	  al	  estudio	  del	  complejo	  binario	  EB	  (F),	  donde	  se	  señalan	   las	  bandas	  que	  podrían	  corresponder	  al	  complejo	  en	  un	  recuadro	  azul	  claro,	  y	  a	  los	  controles	  de	  TBCE	  (G)	  y	  TBCB	  (H).	  	  Por	  otra	  parte,	  la	  adición	  del	  glutaraldehido	  en	  el	  gradiente	  modifica	  el	  patrón	  de	  bandas	  observado	  previamente,	  si	  bien	  la	  movilidad	  de	  cada	  una	  de	  las	  proteínas	  en	  el	  gradiente	  se	  mantiene	  aproximadamente	   igual.	  Por	  una	  parte,	  en	  el	   control	  de	  TBCB	  se	  observa	   la	  aparición	  de	  una	  banda	  extra	  de	  menor	  movilidad	  electroforética	  que	  la	  genuina	  de	  TBCB	  pero	   con	   la	   misma	   movilidad	   en	   la	   ultracentrifugación,	   lo	   que	   podría	   representar	   una	  interacción	   intramolecular	   de	   la	   proteína	   (Figura	   24H).	   En	   el	   caso	   de	   TBCE	   se	   observa	  cómo,	  a	  diferencia	  del	  control	  de	  movilidad	  de	   la	  proteína	  en	  el	  gradiente	  de	  glicerol	  sin	  glutaraldehido,	  aparecen	  unas	  bandas	  extra	  de	  mayor	  masa	  molecular	  (por	  encima	  de	  los	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150	   kDa)	   que	   podrían	   corresponder	   a	   interacciones	   intermoleculares	   que	   den	   lugar	   a	  oligómeros	   o	   agregados	   de	   TBCE	  más	   o	  menos	   grandes	   (Figura	   24G).	   Finalmente,	   en	   el	  caso	  de	  la	  reacción	  de	  formación	  del	  complejo	  aparecen	  unas	  bandas	  adicionales	  en	  el	  gel	  que	  no	  se	  observan	  en	  los	  controles	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  y,	  por	  lo	  tanto,	  podrían	  corresponder	  al	  complejo	  binario	  EB.	  Estas	  bandas	  se	  encuentran	  por	  debajo	  de	  aquellas	  pertenecientes	  a	  los	  agregados	  de	  TBCE	  y	  por	  encima	  de	  la	  banda	  correspondiente	  a	  TBCE	  (Figura	  24G).	  La	   movilidad	   de	   este	   posible	   complejo	   EB,	   no	   difiere	   sin	   embargo	   lo	   suficiente	   de	   la	  movilidad	  del	  exceso	  de	  TBCE	  en	  el	  gradiente	  y,	  por	  lo	  tanto,	  la	  muestra	  no	  resultó	  ser	  lo	  suficientemente	   homogénea	   como	   para	   llevar	   a	   cabo	   su	   análisis	   estructural	   mediante	  microscopía	  electrónica.	  
	  	  
	  
Figura	  25.	  Cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  del	  complejo	  EB	  fijado	  químicamente.	  (A)	  Perfil	   cromatográfico	   en	   el	   que	   se	   observa	   el	   pico	   de	   exclusión	   molecular	   (Vo),	   el	   pico	  correspondiente	   al	   complejo	   EB	   y	   a	   TBCE	   donde	   se	   resaltan	   con	   una	   línea	   verde	   las	   fracciones	  analizadas	   mediante	   electroforesis,	   y	   el	   pico	   correspondiente	   al	   exceso	   de	   TBCB.	   (B)	   Gel	   de	  poliacrilamida	   en	   el	   que	   se	   analizan	   las	   fracciones	   correspondiente	   al	   segundo	   pico	   de	   elución	  observado	  en	  el	  cromatograma,	  que	  contiene	  el	  complejo	  EB	  y	  el	  exceso	  de	  TBCE.	  	  	  Así	  pues,	  las	  fracciones	  del	  gradiente	  de	  glicerol	  y	  glutaraldehido	  que	  contenían	  las	  bandas	  asignadas	  al	  complejo	  EB	  se	  cargaron	  en	  una	  columna	  de	  precisión	  Superose	  12	  PC	  3,2/30®	  para	   llevar	   a	   cabo	   una	   cromatografía	   de	   exclusión	   molecular	   (Figura	   25)	   y	   tratar	   de	  conseguir	   una	   muestra	   bioquímicamente	   homogénea	   para	   iniciar	   el	   análisis	   mediante	  microscopía	   electrónica	   de	   transmisión.	   En	   el	   perfil	   cromatográfico	   correspondiente	   se	  observan	   tres	   picos	   de	   elución	   diferenciados	   (Figura	   25A).	   El	   pico	   mayoritario	  corresponde	  al	  volumen	  de	  exclusión	  y	  se	  compone	  principalmente	  de	  agregados	  de	  TBCE,	  mientras	  que	  el	  último	  pico	  de	  elución	  corresponde	  al	  exceso	  de	  TBCB.	  Sin	  embargo,	  en	  el	  análisis	   mediante	   PAGE-­‐SDS	   del	   pico	   de	   elución	   intermedia	   se	   observa	   la	   presencia	  mayoritaria	   de	   TBCE	   y	   de	   bandas	   de	   mayor	   peso	  molecular	   que	   podrían	   pertenecer	   al	  complejo	  EB.	  Aun	  así,	  si	  bien	  se	  observa	  un	  cierto	  retraso	  en	  la	  elución	  de	  las	  bandas	  del	  posible	  complejo	  EB,	  no	  es	  suficiente	  como	  para	  asegurar	  la	  homogeneidad	  de	  la	  muestra.	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Por	  este	  motivo,	  de	  nuevo,	   se	  desestimó	   la	  posibilidad	  de	  analizar	  el	   complejo	  mediante	  microscopía	  electrónica	  de	  transmisión.	  	  	  3.2.	  Purificación	  del	  complejo	  ternario	  αEB	  	  	  Dada	   la	   estabilidad	   demostrada	   por	   el	   complejo	   ternario	   αEB	   en	   electroforesis	   nativa	  (Figura	   25B),	   se	   planteó	   la	   purificación	   de	   dicho	   complejo	   mediante	   cromatografía	   de	  exclusión	  molecular.	  Para	  ello,	  cantidades	  equimolares	  de	  TBCB,	  TBCE	  y	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ	  se	  mezclaron	  en	  una	  solución	  de	  interacción	  que	  contiene	  GTP	  y,	  tras	  una	  incubación	   de	   30	   min	   a	   30	   ºC,	   se	   cargaron	   en	   una	   columna	   Superdex	   200	   PC	   3.2/30®	  previamente	   equilibrada	   con	   la	   misma	   solución	   con	   GTP	   (Figura	   26B).	   De	   la	   misma	  manera	  se	  cargaron	  controles	  de	   la	   cada	  proteína	   incluida	  en	   la	  mezcla	  de	   reacción,	  por	  separado,	   con	   objeto	   que	   interpretar	   el	   cromatograma	   obtenido	   en	   la	   muestra	   del	  complejo	  αEB	  (Figura	  26A).	  En	  todos	  los	  casos,	  el	  exceso	  de	  GTP	  eluye	  en	  un	  pico	  de	  2,4	  ml	  correspondiente	  al	  volumen	  total	  de	  la	  columna	  y,	  dado	  el	  elevado	  nivel	  de	  absorbancia	  a	  280	  nm	  que	  presenta,	  dicho	  pico	  se	  ha	  restado	  del	  cromatograma	  en	  todos	  los	  casos.	  
	  En	  los	  controles	  de	  elución	  se	  observa	  que	  TBCE	  y	  TBCB	  eluyen	  como	  picos	  únicos,	  en	  un	  volumen	  de	  elución	  de	  aproximadamente	  1,5	  ml	  para	  TBCE	  y	  1,6	  ml	  para	  TBCB;	  mientras,	  los	   heterodímeros	   de	   tubulina	   presentan	   un	   pequeño	   pico	   de	   elución	   en	   el	   volumen	   de	  exclusión	   de	   la	   columna	   asignado	   a	   agregados	   de	   la	   muestra,	   un	   segundo	   pico	  correspondiente	   a	   los	   heterodímeros	   de	   tubulina	   y	   un	   tercer	   pico	   que	   corresponde	   a	   la	  elución	   de	   las	   sales	   presentes	   en	   la	   solución	   tampón	   de	   almacenamiento	   de	   la	   proteína	  (Figura	  26A).	  
	  Por	   su	   parte,	   en	   la	   muestra	   del	   complejo	   αEB	   se	   distinguen	   claramente	   tres	   picos	   de	  elución	  (Figura	  26B)	  que	  se	  analizaron	  mediante	  PAGE-­‐SDS	  (Figura	  26C).	  El	  primer	  pico	  presenta	  un	  máximo	  de	  absorción	  a	  280	  nm	  	  a	  los	  0,9	  ml,	  próximo	  al	  volumen	  de	  exclusión	  de	   la	   columna,	   y	   compuesto	   fundamentalmente	  por	   agregados	  de	   tubulina	  β	   desplazada	  del	   complejo	   ternario,	   aunque	   también	   se	   pueden	   observar,	   en	   menor	   proporción,	  agregados	   de	   TBCE	   y	   tubulina	   α.	   El	   siguiente	   pico	   de	   elución	   tiene	   un	   máximo	   de	  absorción	   a	   los	   1,37	  ml,	   	   solapando	   parcialmente	   con	   el	   último	   pico.	   Este	   segundo	   pico	  contiene	   las	   tres	   subunidades	  del	   complejo	  αEB	  en	   cantidades	   estequiométricas	   (Figura	  26D).	   Sin	   embargo,	   es	   importante	   remarcar	   que	   el	   solapamiento	   de	   este	   pico	   con	   el	  correspondiente	   al	   exceso	   de	   TBCE	   fundamentalmente	   y	   parcialmente	   con	   el	   de	   TBCB,	  obligó	  a	  ser	  estrictos	  en	  cuanto	  a	  la	  selección	  de	  las	  primeras	  fracciones	  del	  complejo	  αEB	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para	  asegurar	   la	  homogeneidad	  de	   la	  muestra	  en	   los	  subsiguientes	  análisis	  estructurales	  por	  microscopía	  electrónica.	  	  
	  
	  
Figura	   26.	  Purificación	   del	   complejo	  αEB	  mediante	   cromatografía	   de	   exclusión	  molecular.	  (A)	   Perfiles	   cromatográficos	   tanto	   de	   la	   formación	   del	   complejo	   αEB	   (línea	   azul)	   como	   de	   los	  controles	  de	  TBCE	  (línea	  discontinua	  verde),	  TBCB	  (línea	  discontinua	  magenta)	  y	  el	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ (línea	  discontinua	  naranja)	  por	  separado.	  Las	  flechas	  indican	  el	  volumen	  de	  elución	  de	  cada	  uno	  de	  los	  controles.	  (B)	  Cromatograma	  de	  la	  elución	  del	  complejo	  αEB	  en	  el	  que	  se	  señalan	  con	  flechas	  los	  tres	  picos	  de	  elución	  mayoritarios	  y	  se	  indica	  en	  cada	  caso	  su	  asignación.	  Con	  líneas	  de	  colores	  se	  señalan	  las	  fracciones	  analizadas	  mediante	  electroforesis.	  (C)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  10	  %	   donde	   se	   analizan	  mediante	   PAGE-­‐SDS	   de	   las	   fracciones	   obtenidas	   en	   la	   cromatografía	   de	  exclusión	  molecular	   del	   complejo	   ternario.	   Se	   indican	   las	   fracciones	   correspondientes	   al	   pico	  del	  volumen	  de	  exclusión	  de	  la	  columna	  (línea	  verde),	  del	  pico	  de	  elución	  intermedio	  (línea	  magenta)	  y	  del	   último	   pico	   de	   elución	   (línea	   naranja).	   Se	   destaca	   en	   un	   recuadro	   azul	   claro	   la	   fracción	  seleccionada	   para	   su	   posterior	   análisis	   mediante	   microscopía	   electrónica	   de	   transmisión.	   (D)	  Detalle	  de	  la	  fracción	  seleccionada	  para	  su	  estudio	  estructural	  donde	  se	  indica	  la	  asignación	  de	  cada	  una	  de	  las	  bandas	  observadas.	  	  	  	  3.3.	  Purificación	  del	  complejo	  αEBGFP	  	  Tras	  verificar	  la	  formación	  del	  complejo	  ternario	  αEBGFP,	  se	  decidió	  evaluar	  su	  estabilidad	  mediante	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular.	  Al	  mismo	  tiempo,	  la	  eventual	  purificación	  del	   complejo	   permitiría	   su	   análisis	   estructural	   mediante	   microscopía	   electrónica	   de	  transmisión	  y	  procesamiento	  digital	  de	  imagen.	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Al	  igual	  que	  en	  el	  caso	  del	  estudio	  y	  purificación	  del	  complejo	  αEB,	  se	  empleó	  una	  columna	  de	   exclusión	  molecular	   de	   precisión	  Superdex	  200	  PC	  3.2/30®	   en	   la	   que	   se	   cargaron	  por	  separado	  muestras	  de	  cada	  uno	  de	   los	  componentes	  del	  complejo	  a	  modo	  de	  control,	  así	  como	  una	  mezcla	  de	  reacción	  de	  los	  cofactores	  TBCE	  y	  TBCBGFP	  junto	  al	  heterodímero	  de	  tubulina	   (Figura	   27A).	   En	   este	   último	   caso,	   en	   el	   perfil	   cromatográfico	   se	   observan	   tres	  picos	  de	  elución	   (Figura	  27B),	  de	  manera	   semejante	   al	  perfil	   obtenido	   tras	   la	   formación	  del	  complejo	  αEB	  (Figura	  26B).	  	  	  
	  
Figura	  27.	  Purificación	  del	   complejo	   ternario	  αEBGFP	  mediante	   cromatografía	  de	   exclusión	  
molecular.	   (A)	  Perfiles	  cromatográficos	  de	   la	   formación	  del	  complejo	  αEBGFP	  (línea	  rojo)	  y	  de	   los	  controles	   de	   TBCE	   (línea	   discontinua	   azul	   oscuro),	   TBCBGFP	   (línea	   discontinua	   verde)	   y	   del	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ	  (línea	  discontinua	  azul	  claro)	  por	  separado.	  Las	  flechas	  verdes	  indican	  el	   volumen	   de	   elución	   de	   los	   marcadores	   de	   peso	   molecular	   empleados	   en	   la	   calibración	   de	   la	  columna.	   (B)	  Cromatograma	  de	   elución	  del	   complejo	  αEBGFP	   en	   el	   que	   se	   señalan	   con	   flechas	   los	  tres	  picos	  de	  elución	  mayoritarios	  y	  se	  indica	  en	  cada	  caso	  su	  asignación.	  Con	  líneas	  de	  colores	  se	  señalan	   las	   fracciones	   analizadas	   mediante	   electroforesis.	   (C)	   Geles	   de	   poliacrilamida	   al	   10	   %	  donde	  se	  analiza,	  a	  la	  izquierda,	  la	  movilidad	  electroforética	  en	  estas	  condiciones	  de	  cada	  uno	  de	  los	  componentes	  del	  complejo	  y,	  a	  la	  derecha,	  las	  fracciones	  obtenidas	  en	  la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	   del	   complejo	   ternario.	   Se	   indican	   las	   fracciones	   correspondientes	   al	   pico	   de	   elución	  intermedio	  (línea	  verde)	  y	  del	  último	  pico	  de	  elución	  (línea	  rosa).	  Se	  destaca	  en	  un	  recuadro	  azul	  claro	   la	   fracción	   seleccionada	   para	   su	   posterior	   análisis	   mediante	   microscopía	   electrónica	   de	  transmisión.	  (D)	  Detalle	  de	  la	  fracción	  seleccionada	  para	  su	  estudio	  estructural	  donde	  se	  indica	  la	  asignación	  de	  cada	  una	  de	  las	  bandas	  observadas.	  	  	  Así	  pues,	  el	  primer	  pico	  corresponde	  al	  volumen	  de	  exclusión	  de	   la	  columna,	  compuesto	  fundamentalmente	   por	   agregados	   de	   TBCE	   y	   de	   tubulina	  αβ,	   así	   como	   por	   el	   exceso	   de	  tubulina	  β	  desplazada	  en	  la	  formación	  del	  complejo	  ternario.	  El	  siguiente	  pico	  de	  elución	  corresponde	   al	   complejo	   ternario,	   como	   pudo	   comprobarse	   mediante	   el	   análisis	   de	   las	  fracciones	  por	  PAGE-­‐SDS.	  Este	  segundo	  pico	  de	  elución	  solapa	  parcialmente	  con	  un	  tercer	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pico	   de	   elución	   que	   contiene	   el	   exceso	   de	   las	   subunidades	   de	   TBCE	   y	   TBCBGFP,	   y	   de	   la	  tubulina	   α	   (Figura	   27C).	   Tras	   la	   purificación	   de	   este	   complejo,	   se	   seleccionaron	   las	  primeras	   fracciones	   del	   segundo	   pico	   de	   elución	   para	   su	   análisis	  mediante	  microscopía	  electrónica	  de	  transmisión.	  	  	  3.4.	  Purificación	  del	  complejo	  αEBCG	  	  Dado	  que	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  por	  parte	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  da	  lugar	  a	  un	  complejo	  ternario	  αEB	  estable,	  se	  decidió	  comprobar	  si	  TBCBCG	  era	  capaz	  de	  formar	  un	  complejo	  ternario	  estable	  αEBCG.	  	  	  
	  
Figura	  28.	  Estudio	  de	  la	  formación	  del	  complejo	  ternario	  αEBCG.	  (A)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  15	  %	  y	  condiciones	  desnaturalizantes	  en	  las	  que	  se	  muestra	  el	  control	  de	  unión	  de	  TBCBCG	  a	  la	  resina	  de	  níquel	  y	  de	  la	  posible	  formación	  del	  complejo	  ternario	  αEBCG.	  En	  cada	  caso	  se	  cargaron	  controles	  de	   la	   fracción	  no	   retenida	   en	   la	   resina	  de	  níquel	   (NR),	   los	   lavados	  1	   y	   10	  de	   la	   resina	   (L1	   y	   L10	  	  respectivamente),	   la	   fracción	   eluída	   	   con	   imidazol	   (El)	   y,	   en	   el	   caso	   de	   TBCB,	   un	   control	   de	   la	  muestra	   cargada	   en	   la	   resina	   (Ctl.).	   (B)	   Gel	   de	   poliacrilamida	   al	   10	   %	   y	   condiciones	  desnaturalizantes	   del	   control	   de	   unión	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   αβ	   a	   la	   resina.	   (C)	   Gel	   de	  poliacrilamida	   al	   10	   %	   y	   condiciones	   desnaturalizantes	   del	   control	   de	   unión	   TBCB	   a	   la	   resina	  (izquierda)	  y	  de	  la	  formación	  y	  elución	  del	  complejo	  αEB	  (derecha).	  (D)	  Gel	  de	  poliacrilamida	  al	  10	  %	  y	  condiciones	  desnaturalizantes	  del	  control	  de	  unión	  de	  TBCE	  a	  la	  resina.	  	  Para	   ello	   se	   llevaron	   a	   cabo	   ensayos	   de	   co-­‐precipitación	   de	   proteínas	   basados	   en	   la	  interacción	   específica	   de	   tipo	   IMAC	   con	   una	   resina	   de	   Níquel,	   a	   través	   del	   motivo	  hexahistidina	   amino	   terminal	   de	   la	   proteína.	   Los	   resultados	   indican	   que,	   en	   las	  
A	   	   	   	  	  	  	  	  	   	   	   	   B	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condiciones	  establecidas	  para	   la	   formación	  del	   complejo,	  ni	   el	  heterodímero	  de	   tubulina	  
αβ	   ni	   TBCE	   interaccionan	   inespecíficamente	   con	   la	   resina	   de	   níquel	   (Figura	   28B	   y	   D	  respectivamente),	   y	   que	   las	   proteínas	   TBCB	   y	   TBCBCG	   sí	   lo	   hacen	   (Figura	   28A	   y	   C	  respectivamente).	  	  
	  El	  ensayo	  control	  de	  formación	  del	  complejo	  αEB	  en	  presencia	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  permitió	  confirmar	   que,	   en	   las	   fracciones	   de	   elución	   en	   presencia	   de	   imidazol,	   se	   encuentran	   las	  tres	  proteínas	  del	  complejo,	  pese	  a	  que	  la	  presencia	  de	  TBCB	  era	  claramente	  mayoritaria	  en	   estas	   fracciones	   (Figura	   28C).	   Por	   su	   parte,	   en	   la	   reacción	   de	   disociación	   del	  heterodímero	  en	  presencia	  de	  TBCE	  y	  TBCBCG	  no	  colocaliza	  ni	  TBCE	  ni	   tubulina	  α	   en	   las	  fracciones	  eluídas	  tras	  la	  adición	  de	  imidazol	  (Figura	  28A).	  	  	  4.	   ANÁLISIS	   ESTRUCTURAL	   DE	   LOS	   COFACTORES	   DE	   UNIÓN	   A	   TUBULINA	   MEDIANTE	  MICROSCOPÍA	  ELECTRÓNICA	  Y	  PROCESAMIENTO	  DIGITAL	  DE	  IMAGEN	  	  	  4.1.	  Reconstrucción	  tridimensional	  de	  TBCE	  
	  El	   análisis	   estructural	   de	   la	   proteína	   TBCE	   se	   llevó	   a	   cabo	   mediante	   microscopía	  electrónica	   de	   transmisión	   (ME)	   y	   procesamiento	   digital	   de	   las	   imágenes.	   Muestras	  purificadas	  de	  la	  proteína	  se	  prepararon	  mediante	  tinción	  negativa	  con	  acetato	  de	  uranilo	  al	  2	  %	  (p/v)	  para	  su	  visualización	  en	  el	  microscopio	  electrónico.	  Dado	  el	  pequeño	  tamaño	  del	   espécimen,	   se	   obtuvieron	   micrografías	   con	   una	   relación	   señal-­‐ruido	   muy	   baja,	   y	   la	  obtención	   de	   un	   contraste	   suficiente	   en	   las	   micrografías	   para	   poder	   acometer	   la	  reconstrucción	   tridimensional	  del	  mismo	   requirió	  de	  un	  extenso	  barrido	  de	   condiciones	  de	  tinción.	  Entre	  otros	  aspectos	  de	  evaluó	  la	  aplicación	  o	  no	  de	  una	  descarga	  iónica	  sobre	  la	   rejilla	   de	   forma	  previa	   a	   la	   incubación	   con	   la	  muestra	   o	   el	   tiempo	  de	   dicha	   descarga,	  diferentes	  tiempos	  de	  incubación	  de	  la	  rejilla	  con	  la	  muestra	  biológica	  o	  con	  los	  agentes	  de	  tinción,	   diversas	   soluciones	   y	   métodos	   de	   lavado,	   diversos	   agentes	   de	   tinción	   como	   el	  ácido	   fosfotúngstico	   o	   el	   molibdato	   de	   amonio,	   etc.	   Asimismo	   se	   probaron	   métodos	  alternativos	  de	  tinción	  negativa	  tales	  como	  la	  tinción	  en	  sándwich	  o	  la	  inclusión	  de	  otros	  especímenes	  biológicos	  de	  gran	  tamaño	  (como	  virus)	  o	  diversos	  materiales	  (como	  esferas	  de	  poliestireno	  de	  diámetro	  conocido)	  que	  aumentaran	  la	  altura	  del	  agente	  de	  tinción,	  en	  todos	   los	   casos	   sin	   éxito.	   Finalmente,	   el	   ajuste	   de	   los	   tiempos	   de	   incubación,	   la	  introducción	  del	  mismo	  agente	  de	  tinción	  durante	   los	   lavados	  de	   la	  rejilla	  después	  de	  su	  incubación	  con	   la	  muestra	  biológica	  y	  el	  aumento	  de	   la	  concentración	  de	   la	  muestra	  por	  encima	   de	   la	   necesaria	   para	   formar	   campos	  monodispersos	   de	   partículas	   en	   las	   rejillas,	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permitieron	  obtener	  contraste	  suficiente	  como	  para	  poder	  identificar	  las	  partículas	  en	  las	  micrografías	  electrónicas	  (Figura	  29A).	  	  
	  
	  
Figura	  29.	  Análisis	  mediante	  microscopía	  electrónica	  de	  TBCE.	  (A)	  Detalle	  de	  una	  micrografía	  electrónica	  de	  la	  muestra	  purificada	  de	  TBCE	  y	  teñida	  negativamente.	  Se	  resaltan	  algunas	  partículas	  individuales	  representativas	  de	  la	  proteína	  en	  círculos	  azules.	  La	  barra	  de	  escala	  corresponde	  a	  20	  nm.	  (B)	  Galería	  de	  partículas	  individuales	  de	  TBCE	  junto	  con	  la	  media	  representativa	  de	  cada	  grupo	  de	  partículas	  (M).	  La	  barra	  de	  escala	  representa	  5	  nm.	  	  Los	   campos	  de	  microscopia	   electrónica	  mostraron	  en	  general	  partículas	   asimétricas	   con	  forma	   de	   herradura	   cuyo	   tamaño	   podría	   ser	   compatible	   con	   los	   60	   kDa	   que	   presenta	  TBCE.	   Se	   seleccionaron	   aproximadamente	   12.000	   partículas	   individuales	   de	   la	   proteína,	  que	   se	   extrajeron	   de	   las	  micrografías	   para	   llevar	   a	   cabo	   su	   alineamiento	   y	   clasificación	  mediante	   programas	   basados	   en	   algoritmos	   de	   agrupación	   jerárquica	   y	   correntropía	  (Figura	   29B).	   De	   esta	  manera	   se	   obtuvieron	   clases	   promedio	   homogéneas	   de	   partículas	  donde	  la	  forma	  general	  de	  herradura	  de	  la	  proteína	  resulta	  evidente.	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Figura	  30.	  Reconstrucción	   tridimensional	  de	  TBCE.	  (A)	  Vista	  del	  modelo	  final	  obtenido	  tras	  el	  refinamiento	   angular	   iterativo	   de	   las	   partículas	   individuales	   seleccionadas.	   Se	   muestran	   las	  dimensiones	  asociadas	  al	  volumen	  y,	  a	  la	  derecha,	  se	  representan	  unos	  ejes	  que	  permiten	  orientar	  el	  volumen.	  (B)	  Representación	  de	  la	  función	  FSC	  estimada	  en	  esta	  reconstrucción.	  Para	  un	  valor	  de	  0,5	  en	  la	  función	  FSC	  se	  estima	  una	  resolución	  final	  de	  18	  Å.	  (C)	  Galería	  de	  proyecciones	  teóricas	  del	  volumen	  reconstruido	  (P)	   justo	  a	   las	  medias	  asociadas	  en	  el	  proceso	  de	  refinamiento	  (M1)	  y	  a	   las	  medias	  obtenidas	  libres	  de	  referencia	  (M2).	  Debajo	  de	  cada	  galería	  se	  muestra	  la	  vista	  del	  volumen	  tridimensional	  asociada	  a	  las	  imágenes	  de	  proyección	  indicadas,	  así	  como	  la	  representación	  de	  los	  mismos	  ejes	  que	  en	  la	  vista	  lateral	  anterior	  para	  poder	  orientar	  el	  volumen	  en	  cada	  caso.	  La	  barra	  de	   escala	   negra	   corresponde	   a	   las	   imágenes	   P,	   M1	   y	   M2,	   mientras	   que	   la	   barra	   de	   escala	   azul	  corresponde	  a	  los	  volúmenes	  mostrados;	  ambas	  representan	  5	  nm.	  	  	  A	   partir	   de	   estas	   imágenes	   seleccionadas	   se	   decidió	   abordar	   la	   reconstrucción	  tridimensional	   de	   la	   proteína	   completa	   mediante	   técnicas	   de	   refinamiento	   angular	  iterativo	   utilizando	   los	   paquetes	   informáticos	   EMAN	   (Ludtke	   et	   al.,	   1999)	   y	   XMIPP	  (Marabini	   et	   al.,	   1996;	   Scheres	   et	   al.,	   2008)	   prinicpalmente.	   Dada	   la	   carencia	   de	  información	  estructural	  previa	  de	  la	  proteína	  completa,	  la	  selección	  del	  modelo	  inicial	  de	  referencia	  resultó	  un	  paso	  decisivo	  en	  este	  proceso.	  En	  primer	  lugar	  se	  obtuvieron	  varios	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  B	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
C	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
RESULTADOS	  	  
	   88	  
volúmenes	   iniciales	  mediante	  el	  método	  de	   líneas	  comunes	  (Crowther,	  1970)	  a	  partir	  de	  imágenes	   promedio	   de	   referencia	   obtenidos	   con	   los	   métodos	   de	   alineamiento	   y	  clasificación	  libres	  de	  patrón.	  	  
	  Asimismo	  se	  generaron	  formas	  geométricas	  de	  forma	  y	  dimensiones	  predefinidas	  a	  partir	  de	  las	  dimensiones	  y	  forma	  generales	  observadas	  en	  las	  imágenes	  promedio	  procedentes	  de	   la	  clasificación.	  Finalmente,	   también	  se	  empleó	  como	  modelo	   inicial	   ruido	  distribuido	  de	   forma	   aleatoria,	   de	   forma	   similar	   al	   ruido	   de	   fondo	   obtenido	   sobre	   las	  micrografías	  electrónicas.	   En	   todos	   los	   casos,	   los	   modelos	   iniciales	   convergieron	   hacía	   una	   misma	  solución,	   si	   bien	   el	   volumen	   refinado	   a	   partir	   de	   un	   modelo	   inicial	   basado	   en	   ruido	  aleatorio	   evolucionó	  más	   rápidamente	   y	   se	  mantuvo	  más	   estable	   durante	   las	   sucesivas	  iteraciones	  del	  refinamiento	  angular.	  
	  El	   volumen	   tridimensional	   obtenido	   presenta	   la	   forma	   de	   herradura	   previamente	  indicada,	   con	  una	   longitud	  mayor	  de	  84	  Å,	  una	  altura	  de	  60	  Å	  entre	  ambos	  brazos	  de	   la	  herradura,	  y	  una	  anchura	  de	  55	  Å	  (Figura	  30A).	  En	  las	  distintas	  vistas	  del	  modelo	  (Figura	  30A	  y	  B)	  se	  aprecia	  como	  el	  brazo	  corto	  de	  la	  herradura	  presenta	  una	  forma	  globular	  en	  el	  extremo	  y	  se	  une	  al	   resto	  de	   la	  densidad	  electrónica	  a	   través	  de	  un	  cuello	  más	  estrecho,	  mientras	  que	  el	  brazo	  mayor	  presenta	   forma	  de	  pala	  con	  dos	  regiones	  globulares	  en	  sus	  extremos.	   La	   semejanza	   observada	   entre	   las	   proyecciones	   teóricas	   del	   volumen	  tridimensional,	   las	  medias	  calculadas	  a	  partir	  de	   las	   imágenes	  experimentales	  durante	  el	  refinamiento,	   y	   las	   imágenes	   promedio	   obtenidas	   mediante	   el	   proceso	   de	   clasificación	  libre	   de	   referencia	   previamente	   descrito	   apuntan	   hacía	   la	   fidelidad	   del	   modelo	  reconstruido	   (Figura	   30B).	   La	   resolución	   estimada	   para	   el	   modelo	   obtenido	   según	   el	  criterio	  FSC	  a	  un	  valor	  de	  0,5	  es	  de	  18	  Å	  (Figura	  30C).	  	  	  4.2.	  Reconstrucción	  tridimensional	  del	  complejo	  ternario	  αEB	  	  
	  Las	   fracciones	   iniciales	   del	   complejo	   ternario	   purificado	   mediante	   cromatografía	   de	  exclusión	  molecular	   se	   analizaron	  mediante	  microscopía	   electrónica	   de	   transmisión.	   La	  muestra	  se	  incubó	  sobre	  rejillas	  sobre	  las	  que	  previamente	  se	  había	  aplicado	  una	  descarga	  iónica	  y	  se	  tiñó	  negativamente	  con	  una	  solución	  de	  acetato	  de	  uranilo	  al	  2	  %	  (p/v).	  Si	  bien	  la	  tinción	  de	  las	  muestras	  resultó	  compleja,	  el	  contraste	  obtenido	  fue	  suficiente	  como	  para	  reconocer	   sobre	   las	   micrografías	   una	   serie	   de	   partículas	   de	   apariencia	   más	   o	   menos	  alargada	   y	   de	   forma	   variable	   cuyo	   tamaño	  podría	   corresponder	   al	   complejo	   ternario	   de	  unos	  150	  kDa	  (Figura	  31A).	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Figura	  31.	  Análisis	  mediante	  microscopía	  electrónica	  del	  complejo	  ternario	  αEB.	  (A)	  Detalle	  de	   una	   micrografía	   electrónica	   de	   la	   muestra	   del	   complejo	   teñida	   negativamente.	   Se	   muestran	  algunas	   partículas	   individuales	   representativas	   en	   círculos	   amarillos.	   La	   barra	   de	   escala	  corresponde	  a	  50	  nm.	  (B)	  Galería	  de	  partículas	  individuales	  del	  complejo	  ternario	  αEB	  junto	  con	  la	  media	  representativa	  de	  cada	  grupo	  de	  partículas	  (M).	  La	  barra	  de	  escala	  representa	  5	  nm.	  	  Se	  seleccionaron	  unas	  26.000	  partículas	  individuales	  que,	  posteriormente,	  se	  sometieron	  a	  procesos	   de	   alineamiento	   y	   clasificación	   libres	   de	   referencia	   mediante	   el	   uso	   de	  programas	   de	   alineamiento	   multireferencia	   y	   clasificación	   basados	   en	   algoritmos	   de	  agrupación	   jerárquica	   y	   correntropía	   (Figura	   31B).	   En	   el	   conjunto	   de	   partículas	  individuales	  clasificadas,	  y	  más	  claramente	  en	  las	  imágenes	  promedio	  calculadas	  en	  cada	  clase,	   se	   pudo	   observar	   una	   gran	   heterogeneidad	   de	   formas	   asimétricas	   que,	   habiendo	  confirmado	   bioquímicamente	   la	   pureza	   y	   estabilidad	   del	   complejo,	   podrían	   representar	  una	  extensa	  variedad	  de	  direcciones	  de	  proyección	  del	  espécimen.	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Figura	   32.	   Reconstrucción	   tridimensional	   del	   complejo	   ternario	   αEB.	   (A)	   Vista	   lateral	   del	  volumen	   final	   reconstruido	   tras	   el	   refinamiento	   angular	   iterativo	   de	   las	   partículas	   individuales	  seleccionadas.	   Se	   indican	   las	   dimensiones	   del	   modelo.	   (B)	   Representación	   de	   la	   función	   FSC	  estimada	  en	  esta	  reconstrucción.	  Para	  un	  valor	  de	  0,5	  en	   la	   función	  FSC	  se	  estima	  una	  resolución	  final	  de	  21	  Å.	  (C)	  Galería	  de	  proyecciones	  teóricas	  del	  volumen	  reconstruido	  (P)	  justo	  a	  las	  medias	  asociadas	   en	   el	   proceso	  de	   refinamiento	   (M1)	   y	   a	   las	  medias	   obtenidas	   libres	  de	   referencia	   (M2).	  Debajo	  de	  cada	  galería	  se	  muestra	  la	  vista	  del	  volumen	  tridimensional	  asociada	  a	  las	  imágenes	  de	  proyección	  indicadas.	  La	  barra	  de	  escala	  negra	  corresponde	  a	  las	  imágenes	  P,	  M1	  y	  M2,	  mientras	  que	  la	  barra	  de	  escala	  morada	  corresponde	  a	  los	  volúmenes	  mostrados;	  ambas	  representan	  5	  nm.	  	  Siguiendo	   la	   aproximación	   empleada	   previamente	   en	   el	   caso	   de	   TBCE,	   en	   el	   proceso	   de	  reconstrucción	   tridimensional	   del	   complejo	   ternario	   también	   se	   emplearon	   diversos	  modelos	   iniciales	   de	   referencia.	   De	   esta	   manera	   se	   elaboraron	   mapas	   de	   densidad	  correspondientes	   a	   formas	   geométricas	   de	   tamaño	   y	   forma	   definidas,	   ruido	   aleatorio	   y	  modelos	  generados	  por	  el	  método	  de	  líneas	  comunes	  a	  partir	  de	  imágenes	  promedio	  libres	  de	  referencia	  representativas	  de	  las	  clases	  de	  partículas	  obtenidas	  previamente.	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  Cada	  modelo	  inicial	  se	  refinó	  hasta	  obtener	  un	  volumen	  estable	  y	  convergente.	  De	  nuevo	  en	  este	  caso,	  si	  bien	  se	  obtenía	  una	  solución	  común	  a	  partir	  de	  los	  diversos	  volúmenes	  de	  referencia	   empleados,	   el	   volumen	   refinado	   a	   partir	   de	   ruido	   se	   estabilizó	   antes	   que	   el	  resto,	  sus	  proyecciones	  teóricas	  se	  ajustaban	  mejor	  a	  las	  imágenes	  promedio	  obtenidas	  en	  cada	   clase	   de	   partículas	   y,	   además,	   dichas	   imágenes	   promedio	   presentaban	   una	   mayor	  relación	  señal-­‐ruido.	  
	  En	  el	  volumen	  final	  reconstruido	  se	  pueden	  observar	  tres	  masas	  diferenciadas,	  un	  cuerpo	  central	  más	  compacto	  con	  una	  pequeña	  cavidad	  central	  del	  que	  surgen,	  a	  partir	  de	  lados	  opuestos	   de	   dicha	   cavidad	   y	   hacía	   una	   misma	   dirección,	   dos	   densidades	   menores	   y	  alargadas,	  con	  una	  región	  globular	  en	  cada	  extremo	  (Figura	  32A).	  El	  modelo	  presenta	  una	  longitud	  máxima	   entre	   las	   bases	   de	   las	   dos	   densidades	   prominentes	   en	   contacto	   con	   la	  masa	  central	  de	  110	  Å,	  una	  altura	  máxima	  de	  105	  Å	  y	  una	  profundidad	  máxima	  en	  el	  eje	  perpendicular	  a	  los	  dos	  anteriores	  de	  84	  Å.	  La	  resolución	  estimada	  según	  el	  criterio	  FSC	  a	  un	  valor	  de	  0,5	  es	  de	  21	  Å	  (Figura	  32B).	  Por	  otra	  parte,	  las	  imágenes	  promedio	  generadas	  a	  partir	  de	  las	  proyecciones	  teóricas	  del	  volumen	  como	  referencia	  son	  similares	  a	  aquellas	  imágenes	  promedio	  obtenidas	  inicialmente	  a	  partir	  del	  conjunto	  de	  imágenes	  individuales	  experimentales	  clasificadas	  sin	  imágenes	  previas	  de	  referencia	  (Figura	  32C).	  	  	  4.3.	  Localización	  de	  las	  subunidades	  del	  complejo	  ternario	  αEB	  
	  Tras	   la	   reconstrucción	  de	   la	   estructura	  del	   complejo	   ternario	   y	   de	   su	   subunidad	  mayor,	  TBCE,	  resultó	  sencillo	  asignar	  tentativamente	  la	  posición	  de	  este	  cofactor	  TBCE	  dentro	  del	  complejo	  αEB	  (Figuras	  33A	  y	  B)	  dada	   la	  peculiar	   forma	  del	  primero	  y	  que	  su	  estructura	  aparentemente	  se	  conserva	  tras	  la	  interacción	  de	  este	  cofactor	  con	  TBCB	  y	  con	  tubulina	  α.	  De	  esta	  forma,	  TBCE	  ocupa	  parte	  de	  la	  gran	  densidad	  central	  del	  volumen	  reconstruido,	  así	  como	  la	  densidad	  de	  mayor	  altura	  que	  se	  proyecta	  a	  partir	  del	  cuerpo	  central.	  
	  Por	  otra	  parte,	  si	  se	  tienen	  en	  cuenta	  las	  dimensiones	  de	  la	  estructura	  de	  la	  subunidad	  α	  de	  tubulina	  (Nogales	  et	  al.,	  1998),	  de	  aproximadamente	  46	  x	  40	  x	  65	  Å,	  la	  única	  ubicación	  posible	  de	   esta	   molécula	   en	   la	   densidad	   electrónica	   restante	   del	   complejo	   ternario	   sería	   la	   región	  adyacente	  a	  parte	  de	  la	  estructura	  de	  TBCE	  dentro	  de	  la	  gran	  masa	  central	  del	  volumen	  (Figuras	  33B	  y	  C).	  De	  esta	  forma,	  TBCB	  quedaría	  confinado	  a	  la	  densidad	  electrónica	  que	  se	  proyecta	  desde	  la	  densidad	  central	  en	  la	  parte	  opuesta	  a	  la	  proyección	  asignada	  a	  la	  ocupada	  por	  la	  proteína	  TBCE	  (Figuras	  33B	  y	  C).	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Figura	  33.	  Localización	  de	  las	  subunidades	  del	  complejo	  ternario	  αEB.	  (A)	  Diferentes	  vistas	  de	  la	  reconstrucción	  tridimensional	  de	  TBCE.	  (B)	  Vistas	  correspondientes	  del	  complejo	  ternario	  αEB	  donde	   se	   resalta	   en	   azul	   la	   densidad	   electrónica	   correspondiente	   a	   TBCE.	   (C)	   se	   muestran	   las	  mismas	   vistas	   del	   complejo	   ternario	  αEB	   donde,	   además	   de	   la	   localización	   de	   TBCE	   en	   azul,	   se	  muestra	  la	  asignación	  de	  densidad	  electrónica	  a	  tubulina	  α	  en	  rosa,	  y	  a	  TBCB	  en	  amarillo.	  	  	  	  4.4.	  Ajuste	  molecular	  de	  las	  estructuras	  atómicas	  de	  los	  dominios	  funcionales	  de	  TBCE	  en	  la	  densidad	  electrónica	  reconstruida	  de	  la	  proteína.	  	  
4.4.1.	  Análisis	  de	  las	  estructuras	  atómicas	  disponibles	  de	  los	  dominios	  funcionales	  de	  TBCE	  
	  Con	  la	  salvedad	  del	  dominio	  UBL,	  no	  se	  dispone	  de	  información	  estructural	  de	  la	  proteína	  humana	   TBCE.	   Sin	   embargo,	   sí	   se	   dispone	   de	   estructuras	   homólogas	   y	   determinadas	   a	  resolución	  atómica	  de	  los	  dominios	  CAP-­‐Gly	  y	  LRR	  de	  otras	  proteínas.	  
	  La	   estructura	   del	   dominio	   UBL	   se	   resolvió	   en	   el	   laboratorio	   del	   Dr.	   Miquel	   Coll	   (IRB,	  
Barcelona)	   a	   1,45	   Å	   de	   resolución	   mediante	   cristalografía	   de	   proteínas	   y	   difracción	   de	  rayos	   X	   (comunicación	   personal).	   Se	   trata	   de	   un	   dominio	   globular	   compuesto	   por	   cinco	  láminas	  β	  y	  una	  única	  hélice	  α	  que	  adoptan	  en	  su	  conjunto	  forma	  cilíndrica	  (Figura	  34B).	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Esta	  estructura	  resulta	  muy	  similar	  a	   la	  del	  dominio	  UBL	  de	  TBCB	  murino,	  determinado	  previamente	   mediante	   resonancia	   magnética	   nuclear	   (Zhao	   et	   al.,	   2004;	   PDB	   1V6E)	  (Figura	  34A).	  La	  principal	  diferencia	  entre	  ambos	  dominios	  radica	  en	  la	  presencia	  de	  una	  serie	  de	  cortas	  hélices α entre	  las	  láminas	  β en	  el	  dominio	  de	  TBCB	  y	  la	  presencia	  de	  una	  lámina	   β	   extra	   en	   TBCB,	   que	   se	   encontraría	   en	   la	   base	   del	   cilindro	   que	   conforma	   el	  dominio	   (Figura	   34C).	   En	   su	   conjunto,	   la	   secuencia	   de	   estructura	   resuelta	   para	   este	  dominio	   corresponde	   al	   100	   %	   de	   la	   secuencia	   del	   dominio	   UBL	   y	   al	   16,5	   %	   de	   la	  secuencia	  de	  toda	  la	  proteína.	  
	  	  
	  
Figura	   34.	   Estructura	   y	   secuencia	   del	   dominio	   UBL	   de	   TBCE	   y	   TBCB.	   (A)	   Alineamiento	   de	  secuencia	  de	   los	  dominios	  UBL	  de	   las	  proteínas	  TBCB	  murina,	  TBCB	  humana	  y	  TBCE	  humana.	  En	  gris	   se	   muestra	   la	   secuencia	   consenso	   del	   alineamiento.	   En	   azul	   se	   destaca	   la	   secuencia	   que	  corresponde	  a	  hélices	  α,	  mientras	  que	  en	  rojo	  se	  muestra	  la	  secuencia	  que	  corresponde	  a	  láminas	  β.	  En	  la	  parte	  superior	  se	  muestra	  la	  estructura	  secundaria	  asociada	  a	  la	  secuencia	  del	  dominio	  UBL	  de	  TBCB	  murina	  (PDB	  1V6E).	  En	  la	  parte	  inferior,	  se	  describe	  la	  estructura	  secundaria	  asociada	  a	  la	  secuencia	   del	   dominio	   UBL	   de	   TBCE	   humana.	   (B)	   Estructura	   atómica	   del	   dominio	   UBL	   de	   la	  proteína	  TBCB	  murina	  donde	  se	  enumeran	   las	   láminas	  β (L1-­‐5)	  y	   la	  hélice	  α	   (H1).	   (C)	  Estructura	  atómica	  del	  dominio	  UBL	  de	  la	  proteína	  TBCE	  humana	  donde	  se	  enumeran	  las	   láminas	  β (L1-­‐4)	  y	  hélices	  α	  (H1-­‐5).	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Figura	  35.	  Estructura	  y	  secuencia	  del	  dominio	  LRR	  de	  TBCE.	  (A)	  Alineamiento	  de	  secuencia	  de	  los	   dominios	   LRR	   de	   las	   proteínas	   TBCE	   humana	   y	   BRI1.	   En	   azul	   se	   destaca	   la	   secuencia	   que	  corresponde	  a	  hélices	  α,	  mientras	  que	  en	  rojo	  se	  muestra	  la	  secuencia	  que	  corresponde	  a	  láminas	  β	  en	  la	  secuencia	  de	  la	  proteína	  BIR1	  de	  acuerdo	  a	  su	  estructura	  (PDB	  3RJ0).	  En	  la	  parte	  inferior	  se	  muestran	   los	   elementos	   de	   estructura	   secundaria	   asociados	   a	   la	   secuencia	   del	   dominio	   LRR	   de	  BRI1.	   (B)	  Estructura	  atómica	  de	   la	  región	  del	  dominio	  LRR	  de	  BRI1	  homóloga	  al	  dominio	  LRR	  de	  TBCE	  humana,	   donde	   se	   numeran	   las	   láminas	  β	   (L1-­‐18)	   y	   las	   hélices	  α	   (H1-­‐4)	   que	   componen	   la	  estructura.	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En	   el	   caso	   del	   dominio	   intermedio	   de	   TBCE,	   el	   dominio	   LRR,	   no	   existen	   homólogos	  estructurales	   dentro	   del	   grupo	   de	   cofactores	   de	   unión	   a	   tubulina.	   Previamente	   se	   ha	  propuesto	   que	   el	   dominio	   estructuralmente	   más	   homólogo	   al	   de	   esta	   proteína	  corresponde	  al	  descrito	  en	  la	  proteína	  internalina	  B	  de	  Listeria	  monocytogenes	  (Schubert	  et	  al.,	  2001;	  Grynberg	  et	  al.,	  2003).	  
	  En	  general,	  estos	  dominios	  presentan	  una	   	   forma	  común	  de	  solenoide,	   con	  una	  región	  cóncava	  compuesta	   por	   láminas	   β,	   y	   una	   región	   convexa	   compuesta	   por	   una	   variedad	   de	   estructura	  secundaria	  dependiendo	  del	  tipo	  y	  tamaño	  de	  las	  repeticiones	  de	  leucinas.	  En	  este	  sentido,	  si	  bien	  existe	  cierto	  grado	  de	  conservación	  en	  la	  secuencia	  de	  los	  dominios	  LRR	  de	  TBCE	  e	  Internalina	  B,	  se	  pueden	  observar	  diferencias	  importantes	  en	  cuanto	  a	  la	  longitud	  del	  dominio,	  lo	  que	  condiciona	  en	  parte	  la	  curvatura	  del	  solenoide	  formado,	  y	  al	  tipo	  de	  repeticiones	  de	  leucinas	  conservados	  en	  ambos	  casos.	  Las	  repeticiones	  ricas	  en	   leucinas	  más	  comunes	  presentan	  una	   longitud	  de	  20-­‐21	  aminoácidos	  y	  hélices	  α	  en	  la	  región	  convexa.	  Sin	  embargo,	  longitudes	  mayores	  como	  los	  27-­‐29	  aminoácidos	   de	   las	   repeticiones	   de	   leucina	   en	   TBCE	   incluyen	   en	   esta	   región	   convexa	   otros	  elementos	   de	   estructura	   secundaria	   como	   hélices	   310,	   hélices	   α	   y	   láminas	   β,	   o	   posibles	  combinaciones	  de	  las	  mismas	  (Bella	  et	  al.,	  2008).	  	  
	  Las	   repeticiones	   del	   dominio	   LRR	   de	   TBCE	   se	   analizaron	   mediante	   el	   uso	   de	   programas	  bioinformáticos	  tales	  como	  LRR	  finder	  (Offord	  et	  al.,	  2010)	  y	  alineamientos	  de	  secuencia	  basados	  en	  estructura,	  que	  concluyeron	  que	  la	  máxima	  homología	  se	  produce	  con	  parte	  de	  la	  estructura	  resuelta	   de	   este	   mismo	   dominio	   perteneciente	   a	   la	   quinasa	   BRI1	   (del	   inglés,	   Brassinoesteroid	  
Insensitive	  1)	  (Hothorn	  et	  al.,	  2011),	  no	  disponible	  en	  el	  momento	  en	  que	  se	  llevó	  a	  cabo	  el	  estudio	  bioinformático	  de	  los	  dominios	  de	  los	  cofactores	  de	  unión	  a	  tubulina	  (Grynberg	  et	  al.,	  2003).	  En	  este	  dominio	  se	  establecen	  láminas	  β,	  alternadas	  con	  lazos	  o	  con	  láminas	  β	  y	  hélices	  α	  en	  la	  región	  convexa	  de	  la	  estructura	  (Figura	  35)	  y	  abarca	  el	  96,7	  %	  de	  la	  secuencia	  del	  dominio	  LRR	  de	  TBCB	  y	  el	  47,4	  %	  de	  la	  secuencia	  de	  la	  proteína	  completa.	  
	  Finalmente,	  el	  dominio	  estructural	  más	  similar	  al	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE	  corresponde	  al	   de	   la	   proteína	   TBCB	   de	   ratón,	   resuelto	   junto	   al	   dominio	   intermedio	   de	   hélice	  superenrrollada	  de	  TBCB	  mediante	  resonancia	  magnética	  nuclear	  (Saito	  et	  al.,	  2004).	  En	  el	  alineamiento	  de	  secuencia	  basado	  en	  estructura	   llevado	  a	  cabo	  entre	   las	  proteínas	  TBCE	  humana	   y	   TBCB	   humana	   y	  murina,	   se	   observa	   un	   elevado	   nivel	   de	   conservación	   de	   las	  mismas	   salvo	   en	   el	   caso	   del	   domino	   de	   hélice	   superenrollada,	   ausente	   en	   TBCE	   (Figura	  36A).	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Figura	  36.	  Estructura	  y	  secuencia	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE	  y	  TBCB.	  (A)	  Alineamiento	  de	  secuencia	  de	   los	  dominios	  CAP-­‐Gly	  de	   las	  proteínas	  TBCE	  humana	  y	  TBCB	  humana	  y	  murina.	   En	  azul	   se	   destaca	   la	   secuencia	   que	   corresponde	   a	   hélices	   α,	   mientras	   que	   en	   rojo	   se	   muestra	   la	  secuencia	  que	  corresponde	  a	  láminas	  β	  en	  la	  secuencia	  de	  la	  proteína	  TBCB	  murina	  de	  acuerdo	  a	  su	  estructura	  (PDB	  1WHG).	  En	   la	  parte	   inferior	  se	  muestran	   los	  elementos	  de	  estructura	  secundaria	  asociados	   a	   la	   secuencia	   del	   dominio	   CAP-­‐Gly	   de	   TBCB	   murina.	   (B)	   Estructura	   atómica	   de	   los	  dominios	  CAP-­‐Gly	  y	  de	  hélice	  superenrollada	  de	  TBCB	  murina	  (PDB	  3RJ0)	  homóloga	  a	  TBCE,	  donde	  se	  numeran	  las	  láminas	  β	  (L1-­‐6)	  y	  hélices	  α	  (H1-­‐2)	  que	  componen	  la	  estructura.	  	  Se	   trata	  de	  un	  dominio	   globular	   compuesto	  por	   tres	   grupos	  de	  dos	   láminas	  β	   cada	  uno,	  junto	  a	  una	  séptima	  lámina	  β	  central	  seguida	  de	  una	  corta	  hélice	  α	   (Figura	  36B).	  Uno	  de	  los	   rasgos	   más	   importantes	   a	   destacar	   en	   el	   alineamiento	   de	   la	   secuencia	   de	   estos	  dominios	   es	   la	   conservación	   en	   todos	   los	   casos	   del	   motivo	   básico	   GKNDG,	   con	   una	  variación	  conservada	  en	  TBCE	  del	  residuo	  básico	  de	  histidinas	  por	  una	  arginina.	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La	  estructura	  homóloga	  de	  este	  dominio	  abarcaría	  el	  100	  %	  de	   la	  secuencia	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	   de	   TBCE	   y	   el	   16,3	   %	   de	   la	   secuencia	   de	   la	   proteína	   completa.	   Así	   pues,	   en	  conjunto,	  se	  conoce	  la	  estructura	  del	  80,2	  %	  de	  la	  secuencia	  de	  la	  proteína,	  minetras	  que	  el	  20%	  restante	  se	  repartiría	  entre	  el	  dominio	  UBL	  y	  el	  LRR	  (Figura	  37).	  	   	  	  	  	  
Figura	   37.	   Análisis	   de	   la	  
secuencia	   de	   aminoácidos	  
de	   TBCE.	   En	   letras	   azules	   se	  indica	   la	   secuencia	   asignada	  al	  dominio	  CAP-­‐Gly;	  mientras	  que	   en	   un	   recuadro	   azul	   se	  muestra	   la	   secuencia	  homóloga	  a	  la	  secuencia	  de	  la	  estructura	   del	   dominio	   CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  (PDB	  1WHG).	  En	  letras	   naranjas	   se	   indica	   la	  secuencia	   asignada	   al	  dominio	   LRR;	   mientras	   que	  en	   un	   recuadro	   naranja	   se	  muestra	   la	   secuencia	  homóloga	  a	  la	  secuencia	  de	  la	  estructura	   del	   dominio	   LRR	  de	  BRI1	  (PDB	  3RJ0).	  En	  letras	  verdes	   se	   indica	   la	   secuencia	  asignada	   al	   dominio	   UBL;	  mientras	  que	  en	  un	  recuadro	  verde	  se	  destaca	   la	  secuencia	  de	  la	  estructura	  resuelta	  para	  el	  dominio	  de	  esta	  proteína.	  	  	  	  
4.4.2.	  Ajuste	  molecular	  de	  las	  estructuras	  atómicas	  en	  la	  densidad	  electrónica	  de	  TBCE	  	  La	   asignación	  de	   los	  dominios	  dentro	  de	   la	  densidad	  electrónica	  de	  TBCE	   requirió	  de	   la	  consideración	   no	   sólo	   de	   la	   forma	   de	   la	   proteína	   y	   la	   posición	   de	   esta	   en	   el	   complejo	  ternario	  αEB,	  sino	  también	  de	  las	  evidencias	  experimentales	  disponibles	  de	  su	  interacción	  con	  las	  proteínas	  TBCB	  y	  tubulina	  α.	  TBCE,	  al	  igual	  que	  una	  gran	  parte	  de	  las	  proteínas	  con	  dominios	   CAP-­‐Gly,	   interacciona	   con	   la	   secuencia	   EEY	   del	   extremo	   carboxilo	   terminal	   de	  	  tubulina	  α	  a	  través	  del	  motivo	  GKNDG	  conservado	  (Carranza,	  2010).	  Así	  pues,	  teniendo	  en	  cuenta	   los	   resultados	   bioquímicos,	   la	   forma	   y	   tamaño	   de	   cada	   uno	   de	   los	   dominios	  estructurales	   de	   TBCE	   (Figuras	   34-­‐36),	   y	   la	   posición	   que	   TBCE	   ocupa	   en	   el	   complejo	  ternario	   αEB	   (Figura	   33),	   se	   ha	   podido	   asignar	   y	   encajar	   las	   estructuras	   atómicas	  disponibles	   de	   esta	   proteína	   en	   la	   densidad	   electrónica	   de	   TBCE	   (Figura	   38).	   De	   esta	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manera,	   el	   dominio	   UBL	   se	   dispone	   en	   uno	   de	   los	   extremos	   de	   la	   estructura	   como	   la	  densidad	  más	  esférica	  del	  volumen	  completo.	  El	  dominio	  LRR	  ocupa	  la	  mayor	  parte	  de	  la	  densidad	   intermedia,	  mientras	   que	   el	   dominio	  CAP-­‐Gly	   se	   encuentra	   en	   la	   parte	   basal	   y	  más	  distal	  de	  la	  estructura.	  	  	  
	  
Figura	   38.	  Ajuste	  molecular	   de	   las	   estructuras	   atómicas	   de	   los	   dominios	   estructurales	   de	  
TBCE	   en	   la	   densidad	   electrónica	   reconstruida.	   Vistas	   lateral	   (A),	   basal	   (B)	   e	   inclinada	   (C)	  del	  volumen	  con	  las	  estructuras	  atómicas	  disponibles	  del	  dominio	  UBL	  (en	  verde),	  LRR	  (PDB	  3RJ0,	  en	  naranja)	  y	  CAP-­‐Gly	  (PDB	  1WHG,	  en	  azul).	  	  	  4.5.	  Reconstrucción	  tridimensional	  del	  complejo	  ternario	  αEBGFP	  	  Tras	  comprobar	  bioquímicamente	  la	  formación	  de	  un	  complejo	  estable	  αEBGFP	  se	  decidió	  analizar	   la	   muestra	   mediante	   microscopía	   electrónica	   de	   transmisión	   para	   tratar	   de	  confirmar	  la	  orientación	  de	  la	  molécula	  TBCB	  dentro	  del	  complejo	  ternario.	  La	  proteína	  de	  fusión	  TBCBGFP	  presenta	  la	  proteína	  GFP	  en	  el	  extremo	  amino	  terminal	  de	  TBCB,	   junto	  al	  dominio	  UBL.	  De	  esta	  forma,	  se	  esperaba	  que	  la	  densidad	  extra	  correspondiente	  a	  GFP	  se	  conectara	  al	  complejo	  ternario	  a	  través	  del	  dominio	  UBL	  de	  TBCB	  permitiendo	  determinar	  la	   localización	   de	   este	   último	   y,	   por	   tanto,	   la	   orientación	   de	   TBCB	   en	   estos	   complejos	  ternarios	  	  αEB	  y	  αEBGFP.	  Con	  esta	  intención,	  se	  prepararon	  rejillas	  con	  el	  complejo	  αEBGFP	  purificado	  mediante	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  mediante	  tinción	  negativa	  con	  acetato	  de	  uranilo	   al	   2	  %	   (p/v).	   Las	  micrografías	   electrónicas	   tomadas	   a	  partir	   de	   estas	  rejillas	  presentaban	  un	   contraste	   significativamente	  mejor	  que	  en	  el	   caso	  de	  TBCE	  y	  del	  complejo	  αEB,	  probablemente	   relacionado	  con	   la	  masa	  del	   espécimen	  que,	   en	  este	   caso,	  era	  de	  unos	  175	  kDa.	  De	  esta	  manera	  se	  observaron	  partículas	  de	  tamaño	  similar	  a	  las	  del	  complejo	  αEB,	  pero	  con	  una	  forma	  esférica	  más	  acusada	  (Figura	  39A).	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Figura	   39.	   Análisis	   mediante	   microscopía	   electrónica	   del	   complejo	   ternario	   αEBGFP.	   (A)	  Detalle	  de	  una	  micrografía	  electrónica	  de	  la	  muestra	  del	  complejo	  αEBGFP	  teñida	  negativamente.	  Se	  muestran	   algunas	   partículas	   individuales	   representativas	   en	   círculos	   verdes.	   La	   barra	   de	   escala	  corresponde	  a	  50	  nm.	  (B)	  Galería	  de	  partículas	  individuales	  del	  complejo	  ternario	  αEB	  GFP	  junto	  con	  la	  media	  representativa	  de	  cada	  grupo	  de	  partículas	  (M).	  La	  barra	  de	  escala	  representa	  5	  nm.	  	  Tras	  seleccionar	  unas	  17.000	  partículas,	  se	  llevaron	  a	  cabo	  varias	  rondas	  de	  alineamiento	  y	   clasificación	   libre	   de	   referencia	   con	   programas	   basados	   algoritmos	   de	   agrupación	  jerárquica	  y	  correntropía	  (Figura	  39B).	  Tras	  el	  análisis	  de	  las	  partículas	  alineadas	  y	  de	  la	  imagen	  promedio	  de	  cada	  clase	  generada	  se	  confirmó	  que	  las	  partículas	  asociadas	  a	  este	  complejo	  parecen	  ligeramente	  más	  esféricas	  y	  compactas	  que	  las	  partículas	  del	  complejo	  
αEB.	  
	  Siguiendo	   el	   mismo	   esquema	   de	   trabajo	   para	   la	   reconstrucción	   tridimensional	   de	   la	  estructura	  del	  complejo	  αEBGFP	  que	  en	  el	  caso	  del	  complejo	  ternario	  αEB,	  se	  llevó	  a	  cabo	  el	  refinamiento	  angular	  iterativo	  de	  diversos	  volúmenes	  iniciales	  de	  referencia	  con	  objeto	  de	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obtener	  una	  única	  solución	  común.	  Los	  modelos	  iniciales	  empleados	  fueron	  de	  nuevo	  una	  forma	   geométrica	   correspondiente	   a	   una	   esfera	   de	   diámetro	   igual	   al	   diámetro	   de	   la	  imagen	   promedio	   de	   todas	   las	   partículas	   experimentales,	   ruido	   aleatorio	   y	   diversos	  modelos	  obtenidos	  mediante	   la	   reconstrucción	  por	   líneas	   comunes	  a	  partir	  de	  un	  grupo	  representativo	  de	  las	  imágenes	  promedio	  obtenidas	  en	  la	  clasificación	  libre	  de	  patrón	  de	  las	  partículas	  experimentales.	  	  	  
	  
Figura	  40.	  Reconstrucción	   tridimensional	  del	   complejo	   ternario	  αEBGFP.	   (A)	  Vista	   lateral	  del	  volumen	   final	   reconstruido	   tras	   el	   refinamiento	   angular	   iterativo	   de	   las	   partículas	   individuales	  seleccionadas.	   Se	   indican	   las	   dimensiones	   del	   modelo.	   (B)	   Representación	   de	   la	   función	   FSC	  estimada	  en	  esta	  reconstrucción.	  Para	  un	  valor	  de	  0,5	  en	   la	   función	  FSC	  se	  estima	  una	  resolución	  final	  de	  24	  Å.	  (C)	  Galería	  de	  proyecciones	  teóricas	  del	  volumen	  reconstruido	  (P)	  justo	  a	  las	  medias	  asociadas	   en	   el	   proceso	  de	   refinamiento	   (M1)	   y	   a	   las	  medias	   obtenidas	   libres	  de	   referencia	   (M2).	  Debajo	  de	  cada	  galería	  se	  muestra	  la	  vista	  del	  volumen	  tridimensional	  asociada	  a	  las	  imágenes	  de	  proyección	  indicadas.	  La	  barra	  de	  escala	  negra	  corresponde	  a	  las	  imágenes	  P,	  M1	  y	  M2,	  mientras	  que	  la	  barra	  de	  escala	  verde	  corresponde	  a	  los	  volúmenes	  mostrados;	  ambas	  representan	  5	  nm.	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Además,	   a	   modo	   de	   control	   interno,	   se	   llevó	   a	   cabo	   una	   reconstrucción	   paralela	   a	   las	  anteriores	   empleando	   como	   volumen	   de	   referencia	   aquel	   obtenido	   finalmente	   en	   la	  reconstrucción	   del	   complejo	  αEB	   filtrado	   a	   60	   Å	   con	   el	   programa	   SPIDER	   (Frank	   et	  al.,	  1996).	  De	  nuevo	  se	  obtuvo	  cierta	  convergencia	  en	  los	  volúmenes	  reconstruidos	  si	  bien	  la	  semejanza	   entre	   los	   mismos	   no	   era	   tan	   pronunciada	   como	   en	   el	   caso	   de	   TBCE	   o	   del	  complejo	  αEB.	  En	  este	  caso,	  el	  volumen	  que	  permanecía	  más	  estable	  y	  mostraba	  una	  mejor	  correlación	   entre	   las	   proyecciones	   teóricas	   y	   las	  medias	   asociadas	   a	   las	   proyecciones	   y	  obtenidas	  a	  partir	  de	  los	  datos	  experimentales	  corresponde	  al	  generado	  a	  partir	  de	  uno	  de	  los	  modelos	  iniciales	  obtenidos	  mediante	  el	  método	  de	  líneas	  comunes	  (Figura	  40).	  	  
	  Este	  volumen	  presenta	  una	   forma	  general	  de	  cesta,	   con	  una	  masa	  central	  más	  compacta	  que	  recuerda	  a	  la	  base	  del	  complejo	  αEB	  previamente	  descrito	  y,	  al	  igual	  que	  en	  el	  caso	  del	  complejo	  αEB,	  presenta	  dos	  densidades	  que	  se	  proyectan	  a	  partir	  de	  posiciones	  opuestas	  de	   la	  masa	   central	   aunque,	   en	   este	   caso,	   se	   encuentran	   unidas	   por	   una	  masa	   central	   de	  dimensiones	  y	  forma	  compatibles	  con	  una	  molécula	  de	  GFP	  (Figura	  40A).	  Las	  dimensiones	  de	   este	   modelo	   recuerdan	   a	   las	   del	   complejo	   ternario	   αEB	   aunque,	   en	   este	   caso,	   el	  volumen	  es	   ligeramente	  más	  compacto	  ya	  que	   la	  presencia	  de	   la	  densidad	  extra	  que	  une	  las	  dos	  densidades	  proyectadas	  parece	  acercar	  el	  extremo	  de	  dichas	  proyecciones	  hacía	  la	  masa	   central.	   La	   resolución	  que	   se	   alcanza	   en	   este	   caso	   es	   ligeramente	  menor,	   de	   24	  Å,	  según	  el	  criterio	  de	  FSC	  con	  un	  valor	  de	  0,5	  (Figura	  40B).	  	  
	  La	  semejanza	  entre	  las	  proyecciones	  teóricas	  del	  modelo	  y	  las	  medias	  asociadas	  a	  dichas	  proyecciones	  resulta	  evidente,	  apoyando	   la	  validez	  del	  modelo.	  Sin	  embargo,	  el	  parecido	  entre	   las	   medias	   libres	   de	   referencia	   y	   las	   medias	   asociadas	   a	   las	   proyecciones	   del	  volumen	  es	  menor	  en	  algunos	  casos	  que	  respecto	  a	  las	  reconstrucciones	  de	  αEB	  llevadas	  a	  cabo	   originalmente	   (Figura	   40C).	   Así	   mismo,	   la	   estabilidad	   del	   modelo	   durante	   las	  iteraciones	  de	  refinamiento	  angular	  era	  menor	  que	   la	  observada	  en	   las	  reconstrucciones	  previas.	   Aún	   así,	   el	   modelo	   permite	   localizar	   unívocamente	   la	   posición	   de	   la	   densidad	  extra	   respecto	   al	   complejo	   αEB,	   correspondiente	   a	   la	   GFP	   y,	   con	   ello,	   la	   posición	   del	  dominio	  UBL	  dentro	  del	  mismo	  complejo	  ternario	  (Figura	  41).	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Figura	  41.	  Localización	  de	  las	  subunidades	  del	  complejo	  ternario	  αEBGFP.	  Vistas	  frontal	  (A)	  y	  lateral	  (B)	  del	  complejo	  ternario	  αEB,	  donde	  se	  muestra	  la	  localización	  de	  TBCE,	  en	  azul,	  TBCB,	  en	  amarillo,	   y	   tubulina	   α,	   en	   rosa.	   Vistas	   frontal	   (C)	   y	   lateral	   (D)	   del	   complejo	   αEBGFP,	   donde	   se	  muestra	  la	  localización	  de	  TBCE,	  en	  azul,	  TBCB,	  en	  amarillo,	  tubulina	  α,	  en	  rosa,	  y	  GFP,	  en	  verde.	  (E)	  Superposición	   del	   volumen	   final	   de	   αEBGFP	   con	   el	   mismo	   volumen	   visualizado	   con	   un	   nivel	   de	  densidad	  menor,	   en	  morado,	   con	   objeto	   de	   determinar	   la	   región	  donde	  TBCB	   y	  GFP	   se	   conectan	  entre	   sí.	   (F)	   Ajuste	   molecular	   de	   la	   estructura	   atómica	   de	   GFP	   (PDB	   1GFL),	   en	   	   verde,	   y	   de	   los	  dominios	   UBL	   (PDB	   1V6E),	   en	   naranja,	   y	   CAP-­‐Gly	   (PDB	   1WHG),	   en	   amarillo,	   de	   TBCB,	   en	   la	  densidad	  electrónica	  asignada	  a	  la	  proteína	  de	  fusión	  TBCBGFP	  dentro	  del	  volumen	  reconstruido	  del	  complejo	  αEBGFP.	  	  	  4.6.	   Ajuste	  molecular	   en	   la	   densidad	   electrónica	   reconstruida	   para	   el	   complejo	   ternario	  
αEB	   de	   las	   estructuras	   atómicas	   disponibles	   de	   cada	   uno	   de	   los	   dominios	   de	   las	  subunidades	  del	  complejo	  
	  
4.6.1.	  Análisis	  de	  las	  estructuras	  atómicas	  disponibles	  de	  los	  dominios	  funcionales	  de	  TBCB	  y	  
tubulina	  α	  	  Tras	  haber	  descrito	   la	  asignación	  de	  estructuras	  homólogas	  a	   los	  dominios	  estructurales	  de	  TBCE	  para	  su	  posterior	  ajuste	  molecular	  en	  la	  densidad	  electrónica	  correspondiente	  a	  la	   proteína	   completa,	   se	   empleó	   la	   misma	   aproximación	   para	   asignar	   las	   estructuras	  atómicas	  de	  los	  dominios	  estructurales	  de	  TBCB	  a	  la	  densidad	  electrónica	  asignada	  a	  esta	  proteína	  dentro	  del	  volumen	  reconstruido	  del	  complejo	  ternario	  αEB.	  En	  el	  caso	  de	  TBCB	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se	  dispone	  de	  información	  estructural	  del	  dominio	  UBL	  por	  un	  lado	  (Zhao	  et	  al.,	  2004;	  PDB	  1V6E),	  y	  de	   los	  dominios	  CAP-­‐Gly	  y	  de	  hélice	  superenrollada	  por	  otro	  (Saito	  et	  al.,	  2004;	  PDB	  1WHG),	  en	  ambos	  casos	  de	   la	  proteína	  homóloga	  en	  ratones	  y	  mediante	  resonancia	  magnética	  nuclear	  (Figuras	  34	  y	  35).	  De	  esta	  manera,	  la	  secuencia	  asociada	  a	  la	  estructura	  resuelta	  del	  dominio	  UBL	  abarca	  el	  100	  %	  de	   la	  secuencia	  asignada	  a	  este	  dominio	  en	   la	  proteína	   humana	   y	   el	   30,3	   %	   de	   la	   secuencia	   completa	   de	   la	   proteína.	   Asimismo,	   la	  secuencia	   asociada	   a	   la	   estructura	   resuelta	   de	   los	   dominios	   CAP-­‐Gly	   y	   de	   hélice	  superenrollada	  abarca	  el	  100	  %	  de	  la	  secuencia	  asignada	  a	  ambos	  dominio	  en	  la	  proteína	  humana	  y	  el	  43,8	  %	  de	  la	  secuencia	  completa	  de	  TBCB.	  Así	  pues,	  se	  dispone	  información	  estructural	  del	  74	  %	  de	  la	  secuencia	  de	  TBCB	  (Figura	  42).	  
	  En	   el	   caso	   de	   tubulina	   α,	   se	   dispone	   de	   su	   estructura	   atómica	   resuelta	   mediante	  cristalografía	   electrónica	   junto	   a	   la	   subunidad	   de	   tubulina	   β	   formando	   el	   heterodímero	  funcional	  (Nogales	  et	  al.,	  1998;	  PDB	  1TUB)	  (Figura	  5).	  	  	  
	  
Figura	  42.	  Análisis	  de	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  de	  TBCB	  humana.	  En	  letras	  verdes	  se	  indica	  la	  secuencia	  asignada	  al	  dominio	  UBL	  (PDB	  1V6E),	  mientras	  que	  en	  un	  recuadro	  verde	  se	  destaca	  la	  secuencia	  de	  la	  estructura	  resuelta	  del	  mismo	  dominio	  en	  la	  proteína	  homóloga	  de	  ratón.	  En	  letras	  rojas	  se	  indica	  la	  secuencia	  asignada	  al	  dominio	  de	  hélice	  superenrollada.	  En	  letras	  azules	  se	  indica	  la	   secuencia	   asignada	   al	   dominio	   CAP-­‐Gly;	   mientras	   que	   en	   un	   recuadro	   azul	   se	   muestra	   la	  secuencia	  homóloga	  a	  la	  secuencia	  de	  la	  estructura	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  y	  de	  hélice	  superenrollada	  de	  la	  TBCB	  murina	  (PDB	  1WHG).	  	  
4.6.2.	  Ajuste	  molecular	  de	   las	  estructuras	  atómicas	  en	   la	  densidad	  electrónica	  del	  complejo	  
αEB	  
	  Para	   llevar	   a	   cabo	   el	   ajuste	   de	   cada	   uno	   de	   los	   dominios	   estructurales	   de	   las	   distintas	  subunidades	  del	  complejo,	  se	  partió	  del	  ajuste	  previamente	  llevado	  a	  cabo	  de	  los	  dominios	  estructurales	   en	   la	   densidad	   electrónica	   de	  TBCE	   y	   se	   trasladó	   al	   complejo	  αEB	   (Figura	  33A-­‐B).	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Figura	  43.	  Ajuste	  molecular	  de	   los	  dominios	  estructurales	  de	  cada	  una	  de	   las	  subunidades	  
que	  componen	  el	  complejo	   ternario	  αEB.	  (A-­‐B)	  Ajuste	  molecular	  de	  los	  dominios	  estructurales	  que	   conforman	   la	   proteína	   TBCE,	   el	   dominio	   UBL	   (en	   verde),	   el	   dominio	   LRR	   (en	   naranja)	   y	   el	  dominio	   CAP-­‐Gly	   (en	   azul	   claro).	   (C-­‐D)	   Ajuste	   molecular	   de	   los	   dominios	   estructurales	   que	  conforman	  la	  proteína	  TBCB,	  el	  dominio	  UBL	  (en	  magenta)	  y	  los	  dominios	  de	  hélice	  superenrollada	  y	  CAP-­‐Gly	  (en	  azul	  oscuro).	  (E-­‐F)	  Ajuste	  molecular	  de	  la	  estructura	  atómica	  de	  tubulina	  α.	  
A	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  B	   	   	   	  
	   	   	   	   	  
C	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  D	  	   	   	  
	   	   	   	   	  
E	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  F	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  A	  continuación	  se	  ajustaron	  las	  estructuras	  atómicas	  disponibles	  de	  TBCB	  en	  la	  densidad	  electrónica	  previamente	  asignada	  a	  dicho	  cofactor	  (Figuras	  33C	  y	  43C	  y	  D).	  Para	  ubicar	  la	  orientación	  de	  los	  dominios	  UBL	  y	  CAP-­‐Gly	  en	  la	  densidad	  electrónica	  de	  TBCB	  se	  tuvo	  en	  cuenta	   la	   reconstrucción	   tridimensional	  previa	  del	   complejo	   ternario	  αEBGFP	  (Figura	  41),	  donde	  la	  densidad	  de	  GFP	  de	  la	  proteína	  de	  fusión	  TBCBGFP	  indica	  la	  posición	  del	  dominio	  UBL	  anclado	  a	   la	  proteína	  fluorescente	  y	  en	  la	  parte	  más	  alejada	  de	   la	  gran	  masa	  central	  del	   complejo	   ternario	   αEB.	   Además,	   previamente	   se	   había	   observado	   que	   los	   últimos	  aminoácidos	   del	   extremo	   carboxilo	   terminal	   de	   TBCB	   están	   implicado	   en	   la	   interacción	  con	  TBCE	  en	  la	  formación	  del	  complejo	  binario	  previo	  a	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina,	  por	  lo	  que	  se	  ajustó	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  en	  la	  parte	  basal	  del	  volumen,	  en	  contacto	  con	  el	  previamente	  ajustado	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE.	  
	  Finalmente,	   se	   ajustó	   la	   estructura	   atómica	   de	   tubulina	   α	   en	   la	   densidad	   electrónica	  restante,	   previamente	   asignada	   a	   esta	   proteína	   (Figuras	   33C).	   Como	   se	   detalla	   más	  adelante,	  la	  orientación	  de	  tubulina	  se	  decidió	  teniendo	  en	  cuenta	  la	  interacción	  que	  ha	  de	  producirse	   entre	   el	   lazo	   conservado	  GKNDG	  del	   dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE	  y	   el	   extremo	  EEY	   de	   tubulina.	   En	   este	   caso,	   el	   ajuste	   de	   la	   estructura	   en	   la	   densidad	   electrónica	   es	  adecuado	  para	  toda	  la	  molécula	  de	  tubulina	  con	  la	  excepción	  del	  lazo	  M	  (Figuras	  43E	  y	  F).	  	  
	  
Figura	   44.	   Ajuste	   molecular	   de	   las	   estructuras	   atómicas	   disponibles	   de	   cada	   una	   de	   las	  
subunidades	   del	   complejo	   ternario	   αEB.	   Vistas	   lateral	   (A),	   inclinada	   (B)	   y	   frontal	   (C)	   de	   los	  volúmenes	  con	  las	  estructuras	  atómicas	  asignadas	  al	  dominio	  UBL	  de	  TBCE	  (en	  verde),	  el	  dominio	  LRR	   (en	   naranja),	   el	   dominio	   CAP-­‐Gly	   de	   TBCE	   (en	   azul	   claro),	   el	   dominio	   UBL	   de	   TBCB	   (en	  magenta),	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  (en	  azul	  oscuro)	  y	  tubulina	  α	  (en	  amarillo).	  	  	  En	   conjunto,	   las	   estructuras	   atómicas	   completan	   la	   densidad	   electrónica	   del	   complejo	  ternario	   αEB	   a	   excepción	   de	   la	   densidad	   que	   conecta	   el	   dominio	   UBL	   de	   TBCE	   con	   el	  dominio	  LRR	  cuya	  estructura	  atómica	  no	  se	  conoce	  (Figura	  44).	  En	  el	  ajuste	  de	  cada	  una	  de	  las	  estructuras	  atómicas	  no	  fue	  necesario	  flexibilizar	  ninguno	  de	  los	  dominios.	  
A	   	   	   	   	  	  B	   	   	   	   	  C	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Los	  estudios	  bioquímicos	  llevados	  a	  cabo	  hasta	  la	  fecha	  sobre	  los	  cofactores	  implicados	  en	  el	   ciclo	   funcional	   de	   tubulina	  α,	   TBCE	   y	   TBCB,	   han	   permitido	   describir	   estas	   proteínas	  como	   elementos	   clave	   en	   la	   dinámica	   de	   los	  microtúbulos,	   incluyendo	   tanto	   los	   estados	  más	  iniciales	  en	  la	  formación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  αβ,	  como	  los	  más	  tardíos	  en	  el	  secuestro	   y	   degradación	   proteolítica	   de	   la	   proteína.	   Sin	   embargo,	   la	   interpretación	   del	  papel	  molecular	  que	  los	  cofactores	  llevan	  a	  cabo	  en	  relación	  con	  tubulina	  se	  ha	  visto	  muy	  limitada	  por	  la	  falta	  de	  información	  estructural	  disponible	  tanto	  de	  la	  estructura	  completa	  de	   cada	   uno	   de	   los	   cofactores	   de	   unión	   a	   tubulina,	   como	   de	   los	   complejos	   que	   estos	  establecen	   entre	   sí	   o	   con	   su	   sustrato.	   En	   este	   sentido,	   si	   bien	   se	   han	   resuelto	   algunos	  dominios	   funcionales	   de	   TBCB	   y	   TBCE	   mediante	   resonancia	   magnética	   nuclear	   o	  cristalografía	  de	  proteínas	  y	  difracción	  de	  rayos	  X,	  los	  intentos	  de	  resolver	  la	  estructura	  de	  las	   proteínas	   completas	   han	   resultado	   infructuosos	   en	   todos	   los	   casos.	   Así	   pues,	   y	   con	  objeto	   de	   abordar	   esta	   caracterización	   estructural,	   se	   establecieron	   protocolos	   de	  purificación	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  humanos.	  
	  Trabajos	   previos	   habían	   demostrado	   que	   la	   expresión	   de	   la	   proteína	   TBCE	   ha	   de	   tener	  lugar	  en	  sistemas	  de	  expresión	  eucariotas	  ya	  que,	  de	  otra	  manera,	  se	  producen	  cuerpos	  de	  inclusión	  de	  proteína	  inactiva	  cuya	  solubilización	   in	  vitro	  resulta	  incompleta	  (Kortazar	  et	  
al.,	   2006).	   Es	   por	   ello	   que	   en	   el	   laboratorio	   del	   Dr.	   Juan	   Carlos	   Zabala	   se	   optimizó	   su	  expresión	   en	   células	   de	   insecto	   Sf9	   infectadas	   con	   baculovirus	   recombinantes.	   Por	   su	  parte,	   tanto	   TBCB	   como	   TBCBHIS,	   TBCBUBL,	   TBCBCG	   y	   TBCBGFP	   se	   expresan	   de	   manera	  estable	  y	  soluble	  en	  sistemas	  procariotas.	  Pese	  a	  que	  TBCE	  y	  TBCB	  comparten	  dos	  de	  los	  tres	   dominios	   estructurales	   definidos	   para	   cada	   proteína,	   TBCE	   presenta	   un	   tercer	  dominio	  intermedio	  con	  una	  topología	  relativamente	  compleja	  y	  de	  naturaleza	  anfipática	  que	  puede	  interferir	  con	  su	  estabilidad	  en	  bacterias.	  	  	  	  1.	  ENSAYOS	  FUNCIONALES	  DE	  LOS	  COFACTORES	  DE	  UNIÓN	  A	  TUBULINA	  Y	  FORMACIÓN	  DE	  COMPLEJOS	  ENTRE	  LOS	  COFACTORES	  TBCB	  Y	  TBCE,	  Y	  ENTRE	  ÉSTOS	  Y	  TUBULINA	  α.	  	  1.1.	  Actividad	  de	  los	  cofactores	  TBCE	  y	  TBCB:	  Disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  
	  Los	   cofactores	   de	   unión	   a	   tubulina	   se	   describieron	   inicialmente	   como	   chaperonas	  moleculares	  implicadas	  en	  el	  plegamiento	  y	  formación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  (Tian	  
et	   al.,	   1999).	   Sin	   embargo,	   con	   el	   tiempo	   se	   ha	   observado	   que	   también	   desempeñan	  papeles	   muy	   importantes	   en	   la	   homeostasis	   de	   estas	   proteínas	   citoesqueléticas,	  controlando	   la	   disociación	   y	   reciclaje	   de	   los	   heterodímeros	   de	   tubulina	   (Martín	   et	   al.,	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2000;	   Kortazar	   et	   al.,	   2006),	   así	   como	   la	   degradación	   proteolítica	   de	   esta	   proteína	  (Bartolini	   et	   al.,	   2005).	   De	   esta	   manera,	   el	   grado	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   de	  tubulina	  se	  puede	  utilizar	  como	  una	  medida	  de	  actividad	  de	  los	  cofactores	  TBCE	  y	  TBCB,	  dado	   que	   ambas	   proteínas	   colaboran	   en	   el	   mismo	   proceso,	   si	   bien	   TBCE	   es	   capaz	   de	  acometer	  dicha	  función	  sin	  el	  concurso	  de	  TBCB	  (Kortazar	  et	  al.,	  2007).	  Se	  decidió	  llevar	  a	  cabo	   este	   tipo	   de	   ensayos	   empleando	   la	   técnica	   de	   electroforesis	   en	   geles	   de	  poliacrilamida	  en	  condiciones	  nativas	  y	  en	  presencia	  de	  GTP,	  dada	  su	  utilidad	  en	  el	  estudio	  de	   tubulina	  y	  proteínas	  relacionadas,	  ampliamente	  contrastada	  en	   la	   literatura	  (Zabala	  y	  Cowan,	  1992;	  Campo	  et	  al.,	  1994;	  Tian	  et	  al.,	  1997;	  Kortazar	  et	  al.,	  2006;	  Fanarraga	  et	  al.,	  2010).	  	  
1.1.1.	   Dominios	   estructurales	   en	   TBCE	   implicados	   en	   la	   disociación	   del	   heterodímero	   de	  
tubulina	  	  Tal	  y	  como	  se	  ha	  observado	  en	  estos	  ensayos,	  y	  de	  acuerdo	  con	  los	  resultados	  publicados	  previamente	  en	  la	  literatura,	  TBCE	  es	  capaz	  de	  interaccionar	  y	  disociar	  el	  heterodímero	  de	  tubulina	   sin	   ayuda	   externa	   (Kortazar	   et	  al.,	   2006),	   si	   bien	   la	   presencia	   de	   TBCB	   en	   esta	  reacción	   aumenta	   el	   grado	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   y	   además	   estabiliza	   el	  monómero	  de	  tubulina	  α	  a	  través	  de	  la	  formación	  de	  un	  complejo	  ternario	  αEB	  (Kortazar	  
et	  al.,	  2007).	  Por	  lo	  tanto,	  en	  este	  punto	  se	  trató	  de	  determinar	  la	  importancia	  relativa	  de	  los	   dominios	   estructurales	   CAP-­‐Gly	   (TBCECG)	   y	   UBL	   (TBCEUbl)	   de	   TBCE	   en	   la	   actividad	  disociativa	  de	   tubulina,	   tanto	  en	  presencia	  como	  en	  ausencia	  de	  TBCB.	  Así,	  en	  base	  a	   los	  resultados	   obtenidos,	   es	   posible	   afirmar	   que	   la	   unidad	   funcional	   de	   la	   proteína	   en	   la	  disociación	  del	  heterodímero	  no	  estaría	  constituida	  en	  ningún	  caso	  únicamente	  por	  uno	  de	  estos	  dominios	  aislados.	  
	  Se	  sabe	  que	  TBCE,	  al	  igual	  que	  otras	  proteínas	  CAP-­‐Gly,	  interaccionan	  específicamente	  con	  tubulina	  α	  a	  través	  del	  motivo	  EEY	  de	  su	  extremo	  carboxilo	  terminal.	  En	  este	  sentido,	  se	  ha	  observado	  que	  la	  eliminación	  del	  extremo	  carboxilo	  terminal	  de	  la	  secuencia	  de	  tubulina	  α	  tras	  la	  digestión	  controlada	  de	  esta	  proteína	  con	  la	  serín-­‐proteasa	  subtilisina,	  así	  como	  la	  detirosinación	   de	   la	   tubulina	  mediante	   el	   tratamiento	   con	   la	   enzima	   caboxipeptidasa	   A,	  impiden	   la	   interacción	   de	   esta	   proteína	   citoesquelética	   con	   TBCE	   (Carranza,	   2010).	   De	  acuerdo	  con	  los	  estudios	  previos	  de	  la	  relación	  entre	  la	  estructura	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  y	  su	   función	   (Steinmetz	   y	   Akhmanova,	   2008),	   se	   ha	   concluido	   que	   es	   el	   surco	   básico	  formado	   por	   el	   motivo	   conservado	   GKNDG	   en	   este	   dominio	   el	   que	   interacciona	  específicamente	   con	   el	   extremo	   carboxilo	   terminal	   de	   tubulina	   α.	   Además,	   dicha	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interacción	  podría	  dar	  cuenta	  de	  la	  especificidad	  descrita	  de	  TBCE	  y	  TBCB	  por	  tubulina	  α,	  de	  forma	  complementaria	  a	  la	  especificidad	  de	  TBCD	  y	  TBCA	  	  por	  tubulina	  β,	  que	  carece	  de	  este	  extremo	  ácido	  en	  su	  región	  carboxilo	  terminal.	  
	  En	   principio,	   parecería	   lógico	   pensar	   que	   esta	   interacción	   es	   la	   responsable	   de	   la	  disociación	  del	  heterodímero	  y	  que	  dicho	  dominio	  CAP-­‐Gly	  sea	  la	  unidad	  funcional	  básica	  en	   esta	   actividad.	   Sin	   embargo,	   si	   bien	   no	   se	   descarta	   que	   esto	   último	   sea	   así,	   esta	  interacción	  no	  parece	  ser	  ni	  estable	  ni	  suficiente	  como	  para	  provocar	  la	  separación	  de	  las	  subunidades	   α	   y	   β	   de	   tubulina.	   Cabe	   pues	   hipotetizar	   que	   la	   presencia	   adicional	   del	  dominio	   LRR	   sea	   necesaria	   para	   acometer	   dicha	   función.	   En	   este	   sentido	   resulta	   muy	  interesante	   saber	   que,	   en	   el	   caso	   de	   las	   interacciones	   de	   las	   regiones	   LRR	   con	   sus	  sustratos,	  pequeños	  cambios	  de	  uno	  o	  dos	  residuos	  en	  este	  motivo	  estructural	  podrían	  ser	  suficientes	   para	   incrementar	   o	   reducir	   la	   afinidad	   de	   unión	   por	   el	   sustrato	   en	   varios	  órdenes	   de	   magnitud	   (Bella	   et	   al.,	   2008),	   permitiendo	   en	   este	   caso	   una	   dinámica	   de	  interacción	   de	   TBCE	   con	   tubulina	   α	   necesaria	   en	   el	   ciclo	   funcional	   de	   la	   proteína	  citoesquelética	  y,	  en	  última	  instancia,	  en	  la	  dinámica	  de	  formación	  y	  desensamblaje	  de	  los	  microtúbulos	  celulares.	  	  
1.1.2.	   Dominios	   estructurales	   en	   TBCB	   implicados	   en	   la	   disociación	   del	   heterodímero	   de	  
tubulina	  	  Por	   su	   parte,	   TBCB	   es	   capaz	   de	   interaccionar	   con	   las	   subunidades	   monoméricas	   de	  tubulina	  α,	  pero	  no	  con	  los	  heterodímeros,	  como	  es	  el	  caso	  de	  TBCE	  (Tian	  et	  al.,	  1997),	  y	  no	  es	  capaz	  de	  disociar	  el	  heterodímero	  por	  sí	  solo	  pero	  sí	  potencia	  la	  actividad	  de	  TBCE	  en	  esta	   función	   (Kortazar	  et	  al.,	   2007).	  Del	  mismo	  modo	  que	  en	  el	   caso	  de	   los	  dominios	  CAP-­‐Gly	  y	  UBL	  de	  TBCE,	   se	  aislaron	   los	  dominios	  equivalentes	  de	  TBCB	  para	  analizar	   la	  implicación	   funcional	   de	   cada	   uno	   de	   estos.	   En	   este	   sentido	   se	   tuvo	   en	   cuenta	   que,	  mientras	   que	   la	   sobreexpresión	   de	   TBCB	   en	   células	   HeLa	   altera	   la	   red	   celular	   de	  microtúbulos,	  la	  sobreexpresión	  de	  cualquiera	  de	  sus	  dominios	  por	  separado	  no	  produce	  tal	   fenotipo	   e	   incluso	   que	   la	   eficiencia	   de	   despolimerización	   de	   microtúbulos	   tras	   la	  sobreexpresión	  de	  TBCE	  no	  se	  ve	  alterada	  por	  la	  co-­‐expresión	  de	  ninguno	  de	  los	  dominios	  solubles	  de	  TBCB	  (Kortazar	  et	  al.,	  2007).	  	  
	  Sin	  embargo,	  los	  ensayos	  de	  actividad	  de	  cada	  uno	  de	  los	  dominios	  funcionales	  de	  TBCB	  en	  presencia	   de	   TBCE	   y	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	  αβ	   llevados	   a	   cabo	   en	   este	   trabajo,	  muestran	  la	  importancia	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  en	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  y	  no	  del	  dominio	  UBL.	  De	  esta	  manera,	  se	  concluye	  que	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  	  es	  el	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responsable	   en	   gran	   medida	   de	   la	   estimulación	   de	   la	   actividad	   de	   disociación	   del	  heterodímero	   de	   tubulina	   in	   vitro	   por	   parte	   de	   TBCE.	   Sin	   embargo,	   incluso	   empleando	  cantidades	   muy	   sobrestequiométricas	   a	   favor	   del	   dominio	   CAP-­‐Gly	   de	   TBCB,	   no	   se	  alcanzan	  en	  ningún	   caso	   los	  niveles	  de	   actividad	  detectados	   en	  presencia	  de	   la	  proteína	  TBCB	   completa.	   Otra	   evidencia	   que	   apoya	   la	   importancia	   del	   domino	   CAP-­‐Gly	   en	   la	  disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   se	   encuentra	   en	   los	   resultados	   del	   ensayo	   de	  actividad	  llevado	  a	  cabo	  con	  la	  proteína	  de	  fusión	  TBCBGFP.	  La	  presencia	  de	  esta	  proteína	  junto	  a	  TBCE	  da	  lugar	  a	  niveles	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  equiparables	  a	   los	  obtenidos	  en	  presencia	  de	  TBCB	  silvestre,	  por	   lo	  que	  parece	   razonable	  pensar	  que	  	  las	  regiones	  próximas	  a	  la	  GFP	  en	  el	  dominio	  UBL	  no	  sean	  necesarias	  para	  la	  actividad	  de	  disociación	   del	   heterodímero	   y	   no	   haya	   impedimentos	   estéricos	   que	   interfieran	   en	   la	  reacción	  por	  la	  presencia	  de	  la	  GFP,	  de	  tamaño	  similar	  al	  cofactor	  B	  completo.	  
	  A	   partir	   de	   estos	   ensayos	   de	   disociación	   es	   posible	   concluir	   que	   las	   interacciones	   que	  establece	   el	   dominio	   CAP-­‐Gly	   de	   TBCB	   durante	   el	   proceso	   son	   menos	   estables	   que	   las	  producidas	  en	  el	  complejo	  ternario	  αEB,	  ya	  que	  el	  posible	  complejo	  αEB134-­‐244	  no	  es	  visible	  en	  una	  electroforesis	  en	  geles	  nativos	  ni	  puede	  purificarse	  en	  ensayos	  de	  co-­‐precipitación	  de	  proteínas	  en	  resinas	  IMAC.	  	  	  1.2.	  Estudio	  del	  complejo	  binario	  EB	  
	  Con	  objeto	  de	  profundizar	  en	  el	  estudio	  de	  los	  patrones	  de	  interacción	  establecidos	  entre	  TBCE	  y	  TBCB	  en	  el	  proceso	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina,	  se	  llevó	  a	  cabo	  el	  estudio	   de	   la	   formación	   del	   complejo	   binario	   EB,	   considerando	   al	   mismo	   tiempo	   la	  posibilidad	  de	  llevar	  a	  cabo	  una	  reconstrucción	  tridimensional	  del	  mismo.	  La	  formación	  de	  este	  complejo	  se	  había	  propuesto	  como	  un	  paso	  previo	  a	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  por	  parte	  de	  ambos,	  lo	  que	  aumentaría	  en	  gran	  medida	  la	  actividad	  disociativa	  que	  TBCE	  presenta	  por	  sí	  solo	  (Kortazar	  et	  al.,	  2007),	  y	  recientemente	  se	  ha	  demostrado	  mediante	   cromatografía	   de	   exclusión	   molecular	   (Carranza	   et	   al.,	   2012).	   A	   pesar	   de	  observar	  la	  formación	  del	  complejo	  mediante	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  no	  se	  pudieron	  identificar	  unívocamente	  mediante	  ME	  partículas	  individuales	  de	  un	  complejo	  de	  unos	  90	  kDa.	  Un	  análisis	  más	  detallado	  de	  la	  interacción	  mediante	  electroforesis	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  y	  condiciones	  nativas	  muestra	  que,	  en	  las	  mismas	  condiciones	  en	  las	  que	  se	   forma	   el	   complejo	  αEB,	   no	   aparece	   una	   banda	   extra	   que	   indique	   la	   formación	   de	   un	  complejo	  EB	   tras	   la	   incubación	  de	  ambos	  cofactores.	  Habiendo	  descartado	   la	  posibilidad	  de	  que	  el	  complejo	  binario	  formado	  pudiera	  no	  entrar	  en	  el	  gel	  nativo	  de	  la	  misma	  manera	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que	  lo	  hace	  TBCE,	  dado	  que	  la	  intensidad	  de	  la	  banda	  de	  TBCB	  se	  mantiene	  prácticamente	  igual	  cuando	  esta	  proteína	  se	  carga	  en	  el	  gel	  sola	  o	  en	  presencia	  de	  TBCE,	  se	  comenzó	  a	  barajar	   la	  posibilidad	  de	  que	  el	  complejo	  EB	  observado	  en	   la	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  fuese	  inestable.	  
	  Los	  ensayos	  de	   fijación	  química	  mediante	  GraFix	   resultaron	   infructuosos	  ya	  que,	  por	  un	  parte,	   se	   demostró	   un	   bajo	   rendimiento	   en	   la	   formación	  del	   complejo	   binario	   EB	   en	   las	  condiciones	  ensayadas	  y,	  por	  otra	  parte,	  porque	  la	  pequeña	  diferencia	  de	  tamaño	  entre	  el	  complejo	   EB	   y	   TBCE	   impide	   una	   separación	   completa	   del	   complejo	   en	   el	   gradiente	   de	  glicerol.	   Así	   mismo,	   el	   intento	   de	   purificar	   las	   fracciones	   de	   GraFix	   que	   contienen	   el	  complejo	  mediante	   cromatografía	   de	   exclusión	  molecular	   también	   resultó	   problemática	  por	  la	  tendencia	  de	  las	  proteínas	  fijadas	  a	  agregar	  y	  por	  el	  ensanchamiento	  de	  los	  picos	  de	  elución	  de	  los	  distintos	  especímenes	  ocasionado	  por	  la	  acción	  del	  glutaraldehido.	  	  	  2.	  MICROSCOPÍA	  ELECTRÓNICA	  	  Y	  RECONSTRUCCIÓN	  DE	  TBCE	  Y	  DE	  LOS	  COMPLEJOS	  DE	  LOS	  COFACTORES	  TBCB	  Y	  TBCE	  CON	  TUBULINA	  α	  	  2.1.	  Preparación	  de	  las	  muestras	  biológicas	  para	  su	  análisis	  mediante	  ME	  
	  El	  tamaño	  que	  presenta	  TBCB	  (27	  kDa),	  resulta	  demasiado	  pequeño	  para	  el	  abordaje	  de	  su	  estudio	  estructural	  mediante	  ME	  y	  procesamiento	  digital	  de	   imagen,	  donde	   la	  diferencia	  de	  densidad	  de	   la	  proteína	  con	  el	   fondo	  ha	  de	  ser	   lo	  suficientemente	  notable	  como	  para	  que	   el	   contraste	   en	   la	   tinción	   negativa	   del	   espécimen	   permita	   obtener	   una	   razonable	  relación	  señal-­‐ruido.	  El	   tamaño	  de	  TBCE,	  por	  su	  parte,	   también	  se	  encuentra	  por	  debajo	  del	   límite	   inferior	   teórico	   apuntado	  para	   especímenes	   analizados	  mediante	  ME.	  Aun	  así,	  los	   ejemplos	   referidos	   en	   la	   literatura	   con	   proteínas	   de	   menos	   de	   100	   kDa,	   como	   la	  determinación	   de	   la	   estructura	   de	   la	   quinasa	   Syk,	   de	   unos	   72	   kDa	   (Arias-­‐Palomo	   et	   al.,	  2007)	  o	  la	  cochaperona	  prefoldina,	  de	  unos	  95	  kDa	  (Martín-­‐Benito	  et	  al.,	  2007a),	  alentaron	  una	   aproximación	   al	   estudio	   estructural	   de	  TBCE	  mediante	  ME.	   En	   este	   punto	   conviene	  considerar	  que	  en	  el	  caso	  particular	  de	  proteína	  de	  pequeño	  tamaño,	  se	  añade	  la	  dificultad	  de	   interpretación	   ya	   que	   a	   las	   resoluciones	   alcanzables,	   en	   torno	   a	   20	   Å,	   es	   necesario	  disponer	   de	   información	   estructural	   previa	   o	   que	   la	   forma	   del	   espécimen	   tenga	   alguna	  característica	  definitoria	   ya	  que	  de	  una	  proteína	   completamente	   globular	   apenas	  podría	  extraerse	  información	  útil	  mediante	  esta	  técnica.	  
	  Además,	  el	  pequeño	  tamaño	  del	  espécimen	  supone	  un	  importante	  hándicap	  en	  cuanto	  a	  la	  preparación	   de	   las	   muestras	   para	   su	   visualización	   en	   el	   microscopio	   electrónico	   de	  
DISCUSIÓN	  	  
	   114	  
transmisión.	  De	  esta	  manera,	  se	  ensayaron	  una	  serie	  de	  modificaciones	  sobre	  las	  técnicas	  convencionales	   de	   tinción	   negativa	   entre	   las	   que	   destacan	   la	   inclusión	   en	   las	  preparaciones	  de	  especímenes	  de	  mayor	  envergadura	  como	  virus	  o	  esferas	  de	  poliestireno	  que	   permitieran	   aumentar	   la	   altura	   de	   la	   capa	   del	   agente	   de	   tinción,	   o	   métodos	  alternativos	   de	   tinción	  negativa	   como	   la	   denominada	   técnica	   en	   sándwich.	   En	   el	   primer	  caso,	  el	  grado	  de	  purificación	  de	   los	  materiales	  biológicos	  de	  gran	  tamaño	  empleados	  en	  estos	   casos	   se	  mostró	  el	   adecuado	  para	  especímenes	  de	  60	  kDa,	  mientras	  que	  el	  uso	  de	  materiales	  sintéticos	  como	  las	  esferas	  de	  poliestireno	  no	  generó	  un	  gradiente	  de	  contraste	  en	   la	   rejilla	  sino	  dos	  zonas	  muy	  diferenciadas	  de	  excesivo	  agente	  de	   tinción	  cerca	  de	   las	  esferas	  y	  falta	  de	  contraste	  en	  el	  resto.	  En	  el	  caso	  de	  la	  tinción	  en	  sándwich	  se	  comprobó	  que,	   en	   el	   caso	   de	   proteínas	   que	   por	   tamaño	   no	   dan	   lugar	   a	   una	   relación	   señal-­‐ruido	  suficiente	   como	   para	   distinguirlas	   fácilmente	   de	   grano	   de	   carbón	   del	   fondo,	   la	  incorporación	  de	  una	   segunda	   capa	  de	   carbón	   agudiza	   este	   problema.	   Finalmente,	   en	   el	  caso	   de	   TBCE,	   la	   única	   variación	   importante	   respecto	   a	   las	   condiciones	   iniciales	   que	  permitió	   obtener	   rejillas	   con	   un	   contraste	   suficiente	   para	   identificar	   partículas	  individuales	  de	  tamaño	  compatible	  con	  su	  tamaño,	  fue	  incrementar	  la	  concentración	  de	  la	  muestra	  por	  encima	  de	   la	  necesaria	  para	  establecer	  capas	  monodispersas	  del	  espécimen	  sobre	  la	  rejilla.	  	  
	  La	  preparación	  de	   los	   complejos	   ternarios	  αEB	  y	  αEBGFP	  para	   su	   visualización	  mediante	  ME	  se	  optimizó	  sobre	  la	  técnica	  de	  tinción	  negativa	  convencional	  con	  	  acetato	  de	  uranilo	  al	  2	  %	  (p/v).	  El	  tamaño	  de	  ambos	  complejos	  es	  significativamente	  mayor	  que	  en	  el	  caso	  de	  TBCE,	   lo	  cual	  garantizó	  en	  principio	  una	  mejora	  en	  el	  contraste	  de	   las	  micrografías.	  Este	  contraste,	   sin	   embargo,	   si	   bien	   es	   mejor	   que	   en	   las	   rejillas	   de	   TBCE,	   presentó	   cierta	  heterogeneidad	   que	   obligó	   a	   una	   búsqueda	   más	   o	   menos	   minuciosa	   de	   áreas	   con	   una	  relación	  señal-­‐ruido	  adecuada	  para	  iniciar	  el	  procesamiento	  digital	  de	  las	  imágenes.	  	  2.2.	  Reconstrucción	  tridimensional	  de	  TBCE	  y	  los	  complejos	  αEB	  y	  αEBGFP	  
	  En	  el	  caso	  de	  abordar	  la	  reconstrucción	  de	  proteínas	  o	  complejos	  de	  proteínas	  de	  pequeño	  tamaño	  sin	  disponer	  de	  una	  información	  estructural	  previa,	  resulta	  fundamental	  mantener	  una	   serie	  de	   criterios	  que	  permitan	  validar	   lo	   adecuado	  de	   la	   reconstrucción.	  El	   criterio	  fundamental	   que	   se	   empleó	   en	   estos	   casos	   fue	   la	   convergencia	   de	   los	   refinamientos	  angulares	   iterativos	   llevados	   a	   cabo	   en	   paralelo	   a	   partir	   de	   una	   batería	   de	   modelos	  iniciales.	  En	  principio	  se	  emplearon	   las	  diversas	   técnicas	  descritas	  hasta	   la	   fecha	  para	   la	  generación	  de	   volúmenes	   iniciales	   que	   no	   introducen	   sesgo	   en	   la	   reconstrucción,	   con	   la	  salvedad	   del	   método	   de	   reconstrucción	   de	   inclinación	   cónica	   al	   azar	   o	   RCT	   (del	   inglés,	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random	   conical	   tilt).	   Este	   procedimiento	   es	   especialmente	   adecuado	   en	   el	   caso	   de	  partículas	   que	   presentan	   un	   tipo	   de	   orientación	   preferencial	   sobre	   la	   rejilla,	   y	   permite	  obtener	  modelos	   iniciales	  a	  partir	  de	   las	  propias	   imágenes	  de	  proyección	  del	  espécimen.	  Sin	   embargo,	   lleva	   aparejado	   la	   adquisición	   de	   pares	   de	   imágenes	   sobre	   una	   misma	  partícula	   con	   diferente	   grado	   de	   inclinación	   y,	   en	   el	   caso	   de	   estas	   muestras,	   donde	   la	  relación	  señal-­‐ruido	  es	   tan	  baja,	   la	  asignación	  de	  dos	   imágenes	  paralelas	  a	  una	  partícula	  resultaría	   muy	   compleja.	   Por	   otra	   parte,	   y	   de	   nuevo	   como	   criterio	   de	   evaluación,	   se	  compararon	   las	   imágenes	  de	  proyección	  del	  modelo	   final	   reconstruido	  con	   las	   imágenes	  de	  referencia	  promedio	  del	  refinamiento	  angular	  iterativo	  y	  con	  las	  imágenes	  promedio	  de	  referencia	  obtenidas	  en	  los	  procesos	  de	  alineamiento	  y	  clasificación	  libres	  de	  patrón	  de	  las	  partículas	  experimentales.	  Por	  otra	  parte,	  en	  el	  caso	  de	  partículas	  asimétricas	  de	  pequeño	  tamaño,	  resulta	  muy	  importante	  llevar	  a	  cabo	  la	  selección	  de	  las	  partículas	  sin	  ningún	  tipo	  de	   sesgo	   relacionado	   con	   su	   forma	   o	   tamaño.	   Dicha	   importancia	   se	   confirmó	   tras	   la	  reconstrucción	  de	  TBCE	  y	  de	  los	  complejos	  ternarios	  αEB	  y	  αEBGFP,	  donde	  se	  observó	  que	  las	   imágenes	  de	  proyección	  asignadas	  a	   los	  modelos	  finales	  reconstruidos	  presentan	  una	  gran	  diversidad	  en	  cuanto	  a	  su	  forma	  y	  tamaño.	  
	  En	  relación	  a	  la	  estructura	  de	  TBCE	  y	  de	  manera	  previa	  a	  este	  trabajo,	  únicamente	  se	  había	  sugerido	  en	  la	  literatura	  que	  la	  molécula	  podría	  adquirir	  una	  forma	  de	  herradura,	  con	  sus	  dominios	   globulares	  UBL	   y	   CAP-­‐Gly	   en	   los	   extremos,	   accesibles	   para	   su	   interacción	   con	  tubulina	   α (Grynberg	   et	   al.,	   2003).	   En	   las	   micrografías	   de	   esta	   muestra	   se	   confirmó	   la	  forma	  general	  en	  herradura	  de	  la	  proteína,	   la	  cual	  responde	  a	  la	  estructura	  y	  disposición	  particular	  de	  cada	  uno	  de	  los	  dominios	  estructurales	  de	  TBCE,	  en	  particular,	  del	  dominio	  LRR	  de	  la	  región	  intermedia	  de	  TBCE,	  que	  adopta	  una	  característica	  forma	  de	  solenoide	  y	  posee	   una	   inherente	   flexibilidad	   estructural	   (Bella	   et	   al.,	   2008).	   Sin	   embargo,	   la	  convergencia	  de	   los	   refinamientos	   iniciados	   sobre	   la	  muestra	  de	  TBCE	   	   resultó	   evidente	  tras	  las	  primeras	  vueltas	  de	  iteración,	  lo	  que	  sugiere	  que	  la	  molécula	  probablemente	  no	  es	  tan	  flexible	  en	  su	  región	  intermedia	  como	  se	  había	  sospechado	  inicialmente.	  	  
	  Por	  su	  parte,	  el	  mayor	  tamaño	  de	  los	  complejos	  ternario	  αEB	  y	  αEBGFP	  respecto	  al	  de	  TBCE	  hizo	  más	   facil	   su	  observación,	  y	   la	  mejor	   relación	  señal-­‐ruido	   facilitó	  en	  gran	  medida	  su	  procesamiento	   digital	   y	   reconstrucción	   tridimensional.	   Además,	   durante	   el	   proceso	   de	  reconstrucción	  del	  complejo	  αEB	  ya	  se	  disponía	  de	   la	  reconstrucción	  de	  TBCE,	  de	   forma	  que	   la	   evolución	   y	  mejora	   del	   volumen	   refinado	  pudo	   interpretarse	  mejor.	  De	   la	  misma	  manera,,	   para	   la	   determinación	   estructural	   del	   complejo	   αEBGFP	   ya	   se	   disponía	   de	   la	  información	  estructural	  del	  complejo	  ternario	  silvestre.	  En	  el	  caso	  de	  αEBGFP,	  la	  evolución	  de	   estos	  modelos	   iniciales	   y	   la	   posterior	   convergencia	   en	   una	   única	   solución	   no	   fue	   tan	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clara	   como	   en	   los	   casos	   iniciales,	   si	   bien	   la	   forma	   general	   del	   complejo	   se	   conservó	   en	  todos	   los	   casos.	   La	   reconstrucción	   final	   de	   este	   complejo	   se	   diferenciaba	   del	   anterior	  fundamentalmente	   en	   los	   dominios	   globulares	   que	   sobresalen	   de	   la	   gran	  masa	   central,	  donde	  la	  densidad	  extra	  asignada	  a	  la	  GFP	  de	  la	  proteína	  de	  fusión	  TBCBGFP	  se	  encontraba	  uniendo	   las	   dos	   proyecciones	   definidas	   en	   el	   complejo	   αEB.	   Esta	   conexión	   de	   los	   dos	  proyecciones	  a	  modo	  de	  una	  densidad	  continua	  por	  encima	  de	  la	  masa	  central	  del	  modelo	  y	  conectada	  a	  esta	  última	  en	  situaciones	  opuestas	  introducía	  cierta	  simetría	  en	  la	  molécula	  que	   dificulta	   el	   proceso	   de	   asignación	   de	   las	   imágenes	   experimentales	   a	   las	   distintas	  proyecciones	   del	  modelo,	   al	   favorecer	   la	   aparición	   de	  mínimos	   locales	   que	   limitaban	   la	  evolución	  del	  modelo	  durante	   el	   refinamiento.	   Estos	  problemas	   se	   reflejaron	   finalmente	  tanto	  en	  la	  resolución	  estimada	  del	  modelo,	  menor	  que	  en	  los	  dos	  casos	  anteriores,	  como	  en	   la	   conservación	  de	   ciertos	   rasgos	  estructurales	  del	   complejo	  αEB,	   fundamentalmente	  restringidos	  a	  una	  falta	  de	  densidad	  general	  en	  la	  masa	  central	  del	  modelo.	  Sin	  embargo,	  estas	   diferencias	   halladas	   en	   las	   dimensiones	   de	   la	   cavidad	   central	   pueden	   explicarse	  teniendo	  en	  cuenta	  el	  tamaño	  de	  estas	  muestras	  y	  la	  preparación	  de	  las	  mismas	  mediante	  tinción	  negativa,	  ya	  que	  la	  penetración	  del	  agente	  de	  tinción	  en	  las	  cavidades	  centrales	  de	  ambos	  complejos	  ternarios	  puede	  ser	  diferente	  y,	  según	  lo	  observado,	  mayor	  en	  el	  caso	  del	  complejo	  αEBGFP.	  En	  cualquier	  caso,	  y	  como	  se	  detalla	  más	  adelante,	  pese	  al	  menor	  detalle	  obtenido	   en	   este	   último	   complejo	   ternario,	   el	   modelo	   final	   permite	   discriminar	   la	  orientación	  correcta	  de	  la	  subunidad	  TBCB	  en	  el	  complejo.	  	  	  3.	  INTERPRETACIÓN	  DE	  LOS	  MAPAS	  DE	  DENSIDAD	  ELECTRÓNICA	  	  3.1.	  Asignación	  de	  las	  subunidades	  TBCE,	  TBCB	  y	  tubulina	  α	  en	  el	  complejo	  ternario	  
	  En	   la	   comparación	  entre	   el	   volumen	   reconstruido	  de	  TBCE	  y	  del	   complejo	   ternario	  αEB	  destaca	  la	  conservación	  de	  la	  estructura	  y	  conformación	  de	  TBCE,	  lo	  que	  permite	  asignar	  la	  densidad	  electrónica	  del	  primero	  en	  el	  complejo	  sin	  problemas.	  Por	  otra	  parte,	  y	  dada	  la	  forma	   peculiar	   del	   complejo	  αEB,	   tras	   la	   identificación	   de	   la	   ubicación	   de	   TBCE	   resulta	  unívoco	   el	   reparto	   del	   resto	   de	   las	   subunidades	   del	   complejo,	   ya	   que	   tubulina	   α	   sólo	  podría	   ajustarse	   en	   la	   región	   central	   del	   volumen.	   Además,	   a	   partir	   de	   este	   mapa	  topológico	   del	   volumen	   αEB,	   se	   pueden	   analizar	   las	   superficies	   de	   contacto	   entre	   sus	  subunidades.	  Así,	   la	   subunidad	  TBCB	  parece	  probable	  que	   interaccione	  con	   tubulina	  α	   o	  con	  TBCE	  a	  través	  de	  un	  único	  punto,	  dado	  el	  estrechamiento	  de	  la	  densidad	  electrónica	  en	  la	   zona	   de	   contacto	   entre	   TBCB	   y	   el	   resto	   de	   la	   densidad.	   Sin	   embargo,	   TBCE	   parece	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interaccionar	  con	   tubulina	  α	   a	   través	  de	  una	  región	  más	  extensa	  que	   implica	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly,	   lo	   que	   confirma	   los	   resultados	   obtenidos	   por	   otros	   grupos	   (Steinmetz	   y	  Akhmanova,	  2008;	  Carranza,	  2010)	  y,	  parte	  del	  dominio	  LRR.	  	  	  3.2.	  Ajuste	  molecular	  de	  las	  estructuras	  atómicas	  de	  los	  dominios	  funcionales	  de	  TBCE	  en	  la	  densidad	  electrónica	  reconstruida	  de	  la	  proteína	  
	  La	   forma	   característica	   en	   solenoide	  del	   dominio	   LRR	   facilitó	   en	  un	  primer	  momento	   la	  asignación	   de	   su	   densidad	   electrónica	   en	   las	   reconstrucciones,	   tanto	   de	   TBCE	   como	   del	  complejo	  ternario	  αEB.	  Tanto	  la	  longitud	  como	  las	  dimensiones	  del	  mismo	  sólo	  permiten	  un	   tipo	   de	   ajuste,	   si	   bien	   su	   grado	   de	   flexión	   podría	   varia	   en	   ciertas	   condiciones	   o	  momentos	  del	  ciclo	  funcional	  de	  la	  proteína	  si	  se	  tienen	  en	  cuenta	  la	  inherente	  flexibilidad	  descrita	   para	   este	   tipo	   de	   dominios	   (Bella	   et	   al.,	   2008).	   Sin	   embargo,	   merece	   la	   pena	  resaltar	  el	  hecho	  de	  que	  los	  distintos	  volúmenes	  refinados	  de	  forma	  paralela	  para	  TBCE	  a	  partir	  de	  diversos	  modelos	  iniciales	  alcanzaron	  pronto	  una	  única	  solución	  que	  se	  mantenía	  estable,	   lo	   que	   apunta	   a	   una	   menor	   flexibilidad	   en	   el	   modelo	   que	   la	   sugerida	   por	   la	  presencia	  de	  este	  dominio	  LRR	  (Bella	  et	  al.,	  2008).	  	  
	  A	  ambos	  lados	  del	  dominio	  LRR	  se	  observan	  densidades	  globulares	  que	  podrían	  acomodar	  los	  dominios	  CAP-­‐Gly	   y	  UBL	  de	   igual	  manera.	   Sin	   embargo,	   considerando	   la	  posición	  de	  TBCE	  en	  el	  complejo	  ternario,	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  ha	  de	  ubicarse	  en	  contacto	  con	  tubulina	  
α	  (Steinmetz	  y	  Akhmanova,	  2008;	  Carranza,	  2010)	  y	  junto	  al	  extremo	  amino	  terminal	  del	  dominio	  LRR,	  lo	  que	  reduce	  la	  asignación	  de	  este	  dominio	  a	  una	  única	  posición.	  Dentro	  de	  la	   densidad	   electrónica	   globular	   definida	   para	   el	   dominio	   CAP-­‐Gly,	   la	   orientación	   del	  mismo	   se	   decidió	   aproximando	   el	   extremo	   amino	   terminal	   del	   dominio	   LRR	   con	   el	  extremo	  carboxilo	   terminal	  del	  CAP-­‐Gly	  por	  un	   lado,	  y	  dejando	  expuesto	  y	  accesible	  a	   la	  molécula	  de	  tubulina	  el	  motivo	  conservado	  GKHDG	  del	  lazo	  L3-­‐L4	  (Wesibrich	  et	  al.,	  2007).	  	  
	  Por	   último,	   el	   dominio	   UBL	   se	   situó	   en	   la	   parte	   más	   protuberante	   de	   la	   densidad	  electrónica	  de	  TBCE.	  El	  único	   criterio	  que	  pudo	  emplearse	  en	   la	   correcta	  orientación	  de	  este	   dominio	   fue	   la	   aproximación	   necesaria	   entre	   el	   extremo	   carboxilo	   terminal	   del	  dominio	  LRR	  con	  el	  extremo	  amino	  terminal	  del	  dominio	  UBL.	  Uno	  de	  los	  elementos	  clave	  en	  la	  estructura	  del	  dominio	  UBL	  corresponde	  al	  lazo	  flexible	  que	  se	  extiende	  entre	  la	  tercera	  y	  cuarta	  láminas	  β,	  el	  cual	  contiene	  dos	  residuos	  aspárticos	  que	  quedan	  expuestos	  al	  solvente	  y	  que	  parecen	  estar	  implicados	  en	  las	  interacciones	  con	  otras	  proteínas	  (Li	  et	  al.,	  2002),	  tal	  y	  como	  aparece	  en	  este	  modelo.	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3.3.	   Ajuste	   molecular	   de	   las	   estructuras	   atómicas	   de	   los	   dominios	   funcionales	   de	   las	  distintas	  subunidades	  del	  complejo	  ternario	  αEB	  
	  Tras	   ajustar	   las	   estructuras	   atómicas	   de	   los	   dominios	   estructurales	   de	   TBCE	   en	   la	  densidad	  electrónica	  del	   complejo	   ternario,	  y	   trasladar	   la	  posición	  y	  orientación	  relativa	  de	  cada	  dominio	  a	  la	  posición	  definida	  para	  TBCE	  en	  la	  densidad	  electrónica	  del	  complejo	  
αEB,	   se	   comprobó	   que	   dichas	   estructuras	   encajaban	   sin	   apenas	   variación,	   lo	   que	   indica	  una	   conservación	   de	   la	   conformación	   estructural	   de	   TBCE	   al	   interaccionar	   con	   TBCB	   y	  tubulina	  α.	  Aun	  así,	  si	  que	  puede	  describirse	  una	  leve	  inclinación	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  en	  dirección	   opuesta	   a	   la	   posición	   del	   dominio	   UBL	   que	   podría	   estar	   relacionado	   con	   la	  interacción	  con	  tubulina	  α.	  
	  El	   ajuste	   de	   las	   estructuras	   atómicas	   disponibles	   para	   el	   resto	   de	   subunidades	   del	  complejo	  comenzó	  con	  la	  molécula	  de	  tubulina	  α	  en	  la	  densidad	  central.	  Este	  paso	  se	  llevó	  a	  cabo	  teniendo	  en	  cuenta	  que	  el	  extremo	  ácido	  carboxilo	  terminal	  de	  tubulina	  α	  contacta	  con	  el	  lazo	  L3-­‐L4	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE	  (Carranza,	  2010)	  (Figura	  45).	  Finalmente	  se	   obtuvo	   un	   ajuste	   completo	   de	   la	   molécula	   de	   tubulina	   en	   la	   densidad	   central	   del	  complejo	  adyacente	  a	  la	  densidad	  asignada	  al	  dominio	  LRR	  con	  la	  excepción	  más	  evidente	  del	   lazo	   M	   de	   tubulina	   que	   podría	   no	   ser	   visible	   en	   la	   reconstrucción	   debido	   a	   su	  flexibilidad.	  Por	  otra	  parte,	  a	  la	  hora	  de	  encajar	  la	  estructura	  de	  tubulina	  α	  es	  importante	  tener	   en	   cuenta	  que	  TBCE	  y	  TBCB	  podrían	   estar	   interaccionando	   con	  una	   conformación	  inestable	  de	  tubulina	  (Tian	  et	  al.,	  1997)	  y	  no	  con	  la	  conformación	  de	  tubulina	  nativa	  cuya	  estructura	   cristalina	   se	   ha	   encajado	   en	   el	   mapa	   de	   densidad	   electrónica	   del	   complejo	  ternario,	   y	   no	   se	   puede	   descartar	   que	   la	   disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	  modifique	  en	  cierto	  grado	  la	  conformación	  de	  tubulina	  α.	  
	  De	  entre	   los	  cofactores	  de	  unión	  a	  tubulina,	  el	  único	  componente	  que	  presenta	  actividad	  enzimática	   es	   TBCC,	   que	   estimula	   la	   hidrólisis	   del	   GTP	   unido	   a	   la	   subunidad	   β	   del	  heterodímero	  de	  tubulina	  durante	  su	  formación.	  En	  el	  resto	  de	  cofactores	  en	  general,	  y	  en	  el	   caso	   de	   TBCE	   y	   TBCB	   en	   particular,	   la	   actividad	   de	   estas	   proteínas	   sobre	   tubulina	  α	  viene	  dirigida	  y	  condicionada	  por	  las	  interacciones	  de	  tipo	  proteína-­‐proteína	  que	  pueden	  darse	   a	   lo	   largo	   de	   su	   ciclo	   funcional.	   De	   esta	   manera,	   son	   las	   interacciones	   que	   TBCE	  establece	   con	   otros	   cofactores	   las	   que	   determinan	   la	   formación	   del	   heterodímero	   de	  tubulina,	  cuando	  lo	  hace	  con	  TBCD	  unido	  a	  tubulina	  β	  (Tian	  et	  al.,	  1999),	  o	  la	  disociación	  del	  heterodímero,	  cuando	  interacciona	  con	  TBCB	  (Martín	  et	  al.,	  2000;	  Kortazar	  et	  al.,	  2006).	  Por	  otra	   parte,	   el	   hecho	   de	   que	   TBCE	   sea	   capaz	   por	   sí	   solo	   de	   disociar	   el	   heterodímero	   de	  tubulina	  (Kortazar	  et	  al.,	  2006)	  pero	  que	  esta	  actividad	  se	  vea	  notablemente	  incrementada	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en	  presencia	  de	  TBCB	  sugiere	  que	  éste	  último	  estimula	   la	   actividad	  de	  TBCE	  de	  manera	  gradual,	  es	  decir,	  que	  ha	  de	  introducir	  un	  cambio	  conformacional	  en	  la	  primera	  que	  haga	  más	   accesible	   el	   sitio	   de	   unión	   a	   tubulina	   α.	   Esta	   interacción	   podría	   dar	   cuenta	   de	   la	  inclinación	  observada	  en	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  del	  TBCE	  acomplejado	   respecto	   a	   la	   forma	  libre,	  aunque	  a	  partir	  de	  los	  datos	  disponibles	  no	  sea	  posible	  aseverar	  esta	  conclusión.	  	  
	  La	   interacción	  bioquímica	  de	   los	  dos	  cofactores	  previa	  a	   la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	   tubulina	   se	   ha	   propuesto	   en	   la	   literatura	   que	   tiene	   lugar	   de	   muy	   diversas	   maneras	  (Grynberg	  et	  al.,	  2003;	  Lytle	  et	  al.,	  2004;	  Kortazar	  et	  al.,	  2007).	  Tras	  resolver	  la	  estructura	  del	  dominio	  UBL	  de	  TBCB,	  por	  ejemplo,	  se	  ha	  sugerido	  la	  implicación	  de	  los	  dominios	  UBL	  en	   la	   interacción	   entre	   los	   dos	   cofactores.	   Es	  más,	   se	   ha	   apuntado	   que	   esta	   interacción	  podría	   ser	  de	  naturaleza	   electrostática	   ya	  que	   en	   la	   secuencia	  del	   domino	  UBL	  de	  TBCE	  hay	  numerosos	   residuos	  de	  naturaleza	  básica	  que	  no	  están	   conservados	   en	   la	   secuencia	  del	   dominio	  UBL	  de	  TBCB	   (Lytle	  et	  al.,	   2004;	  Kortazar	  et	  al.,	   2007).	   Esta	  hipótesis	   toma	  fuerza	  si	  se	  tiene	  en	  cuenta	  que	  los	  dominios	  CAP-­‐Gly	  están	  típicamente	  implicados	  en	  la	  interacción	  con	  tubulina	  (Riehemann	  et	  al.,	  1993;	  Steinmetz	  et	  al.,	  2008),	  mientras	  que	  la	  función	  de	   los	  dominios	  UBL	  está	  menos	  definida.	  De	  hecho,	  dado	  que	   las	  dos	  proteínas	  TBCE	  y	  TBCB	  comparten	  un	  mismo	  dominio	  CAP-­‐Gly,	  desde	  un	  principio	  se	  ha	  postulado	  la	  posible	  interacción	  de	  la	  tubulina	  con	  ambos	  cofactores	  a	  través	  de	  la	  colaboración	  de	  su	  CAP-­‐Gly	  (Kortazar	  et	  al.,	  2007).	  Sin	  embargo,	  en	  el	  contexto	  del	  estudio	  de	  esta	  interacción	  binaria	  se	  ha	  presentado	  recientemente	  un	  trabajo	  en	  el	  que	  se	  observa	  que	  el	  motivo	  DEI	  del	  extremo	  carboxilo	  terminal	  de	  TBCB,	  ausente	  en	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE	  y	  similar	  al	  extremo	  EEY	  también	  del	  extremo	  carboxilo	  terminal	  de	  tubulina	  α,	  interacciona	  con	  el	  motivo	   conservado	   GKHDG	   del	   dominio	   CAP-­‐Gly	   de	   TBCE,	   	   y	   autoinhibe	   su	   actividad	  (Carranza	  et	  al.,	  2012).	  Así	  mismo,	  se	  ha	  determinado	  que	  este	  mismo	  extremo	  ácido	  DEI	  de	  TBCB	  media	   la	   interacción	  con	  TBCE,	  probablemente	  a	  través	  del	  dominio	  homónimo	  de	  este	  último,	  tal	  y	  como	  se	  ha	  observado	  en	  otras	  interacciones	  entre	  dominios	  CAP-­‐Gly	  como	  son	  aquellas	  establecidas	  entre	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  p150Glue	  con	  el	  extremo	  ácido	  de	  EB1	  (motivo	  EEY)	  y	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  (motivo	  DEI)	  (Honnappa	  et	  al.,	  2006;	  Steinmetz	  et	  al.,	  2008).	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Figura	   45.	   Detalle	   del	   ajuste	   molecular	   de	   las	   estructuras	   atómicas	   disponibles	   de	   las	  
subunidades	   del	   complejo	   ternario	  αEB.	   (A	  y	  D)	  Vista	   frontal	  y	   lateral,	   respectivamente,	  de	   la	  densidad	  electrónica	  del	   complejo	  αEB	  con	   las	  estructuras	  atómicas	  de	   las	  distintas	   subunidades	  ajustadas.	   (B	   y	   E)	   Las	  mismas	   vistas	   del	   complejo	  αEB	   con	   las	   superficies	   representadas	   de	   los	  dominios	   CAP-­‐Gly	   de	   TBCE	   (azul	   claro),	   TBCB	   (azul	   oscuro)	   y	   tubulina	   α	   (amarillo).	   En	   cada	  superficie,	   se	   representan	   de	   manera	   esquemática	   los	   elementos	   de	   estructura	   secundaria	  implicados	  en	  esta	  interacción.	  (C	  y	  F)	  Detalle	  de	  los	  elementos	  de	  estructura	  secundaria	  implicados	  en	  la	  interacción	  entre	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE	  y	  el	  extremo	  carboxilo	  terminal	  de	  TBCB.	  C)	  En	  verde	  destaca	   el	   lazo	   L2-­‐L3	  del	   CAP-­‐Gly	   de	  TBCE,	   y	   en	   rojo	   el	  motivo	  DEI	   del	   extremo	   carboxilo	  terminal	  de	  TBCB.	  F)	  Detalle	  de	  los	  elementos	  de	  estructura	  secundaria	  implicados	  en	  la	  interacción	  entre	  tubulina	  α	  y	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE.	  En	  magenta	  destaca	  el	   lazo	  L3-­‐L4	  del	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE,	  y	  en	  negro	  el	  extremo	  carboxilo	  terminal	  de	  tubulina	  α.	  	  Resulta	   importante	   destacar	   que,	   en	   estas	   interacciones	   entre	   dominios	   CAP-­‐Gly,	   se	  mantiene	   constante	   la	   interacción	   de	   uno	   de	   los	   dominios	   CAP-­‐Gly,	   el	   de	   TBCE,	   con	  tubulina	   α	   a	   través	   del	   surco	   básico	   conservado	   GKHDG,	   mientras	   que	   la	   segunda	  interacción	  mediada	  por	  este	  CAP-­‐Gly	  con	  elementos	  adicionales,	  como	  sería	  en	  este	  caso	  el	  motivo	  carboxilo	  terminal	  DEI	  en	  TBCB,	  se	  produce	  fundamentalmente	  a	  través	  del	  lazo	  que	   conecta	   las	   láminas β	   L2-­‐L3,	   como	   se	   ha	   observado	   en	   el	   caso	   de	   la	   interacción	   de	  p150Glue	  con	  EB1	  (Steinmetz	  et	  al.,	  2008)	  (Figura	  45).	  Se	  trata	  de	  un	  lazo	  que	  presenta	  dos	  aminoácidos	  hidrófobos	  conservados	  que,	  en	  la	  secuencia	  de	  TBCB	  humano	  son	  F187	  y	  P189,	  por	  lo	  que	  se	  ha	  sugerido	  que	  ésta	  podría	  ser	  una	  interacción	  de	  tipo	  hidrófoba.	  De	  hecho,	  valiéndose	  de	  la	  interacción	  entre	  el	  lazo	  GKHDG	  de	  TBCE	  y	  el	  motivo	  EEY	  de	  tubulina	  α	  en	  el	   ajuste	   de	   ambas	   estructuras	   atómicas	   dentro	   de	   la	   densidad	   electrónica	   del	   complejo	  
αEB,	  la	  orientación	  que	  adquiere	  el	  lazo	  L2-­‐L3	  del	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE	  resulta	  perfectamente	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  B	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compatible	  con	  su	  interacción	  con	  el	  extremo	  DEI	  del	  carboxilo	  terminal	  de	  TBCB.	  Es	  más,	  la	  orientación	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  en	  base	  a	  esta	  posible	  interacción,	  permite	  de	  nuevo	   un	   buen	   ajuste	   del	   resto	   de	   la	   estructura	   de	   TBCB	   en	   la	   densidad	   electrónica	  adscrita	   a	   esta	   proteína	   en	   el	   complejo	   αEB.	   Este	   modelo	   descartaría	   la	   posible	  competencia	   entre	   los	   motivos	   GKNDG	   conservados	   de	   ambos	   cofactores	   por	   la	  interacción	  con	   tubulina	  α,	   ya	  que	  dicho	  motivo	  en	  TBCB	  quedaría	  orientado	   lejos	  de	   la	  molécula	  de	  tubulina	  α.	  Además,	  si	  se	  tiene	  en	  cuenta	  que	  la	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  puede	  venir	  dada	  por	  la	  interacción	  entre	  los	  motivos	  ya	  descritos	  de	  tubulina	  
α	   y	   TBCE	  de	   una	  manera	   eficiente,	   se	   puede	  postular	   que	   el	   incremento	   en	   la	   actividad	  disociativa	   de	   TBCE	   viene	   dada	   por	   la	   interacción	   de	   TBCB	   con	   TBCE	   con	   la	   geometría	  propuesta,	  de	  modo	  que	  el	  motivo	  GKHDG	  de	  TBCE	  quede	  más	  expuesto	  y,	  por	  tanto,	  más	  accesible	  para	  su	   interacción	  con	  tubulina	  α.	  En	  este	  sentido	  conviene	  recordar	  el	  hecho	  de	   TBCE	   es	   capaz	   de	   interaccionar	   tanto	   con	   los	  monómeros	   como	   con	   los	   dímeros	   de	  tubulina	   α,	   mientras	   que	   TBCB	   tan	   sólo	   es	   capaz	   de	   interaccionar	   con	   monómeros	   de	  tubulina	  α,	   apuntando	   a	   una	  posible	   interacción	  diferencial	   de	   los	   dos	   cofactores	   con	   la	  misma	  proteína	  (Tian	  et	  al.,	  1997).	  
	  Asimismo,	   este	   mecanismo	   de	   interacción	   podría	   explicar	   por	   qué,	   mientras	   que	   el	  complejo	   formado	   por	   TBCD	   y	   tubulina	   β	   puede	   aislarse	   bioquímicamente	   como	   una	  entidad	   estable	   (Bhamidipati	   et	   al.,	   2000),	   el	   correspondiente	   complejo	   binario	   entre	  TBCE	  y	  tubulina	  α	  se	  ha	  descrito	  como	  intrínsecamente	  inestable	  (Lewis	  et	  al.,	  1997).	  De	  hecho,	  en	   los	  ensayos	  de	  actividad	  de	  TBCE	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  en	   geles	   de	   poliacrilamida	   y	   condiciones	   nativas	   nunca	   se	   ha	   observado	   la	   presencia	   de	  una	  banda	  extra	  en	  el	  gel	  que	  indique	  la	  formación	  de	  un	  complejo	  estable	  entre	  TBCE	  y	  tubulina	  α,	  de	  igual	  manera	  que	  nunca	  coeluyen	  las	  dos	  proteínas	  en	  una	  cromatografía	  de	  exclusión	  molecular	  posterior	  a	   la	   incubación	  de	  TBCE	  con	  el	  heterodímero	  de	   tubulina.	  Tan	   solo	   en	   presencia	   de	   TBCB	   se	   puede	   identificar	   un	   complejo	   formado	   entre	   los	  cofactores	  y	  el	  sustrato	  de	  tubulina.	  
	  Definida	   la	  posición	  del	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB	  en	  el	   complejo	   ternario	  αEB,	   la	  única	  orientación	  posible	  dispone	  al	  dominio	  UBL	  en	  la	  parte	  más	  distal	  de	  la	  densidad	  de	  TBCB,	  lo	   que	   además	   es	   confirmado	   por	   la	   posición	   de	   GFP	   (fusionado	   al	   dominio	   UBL	   en	   el	  extremo	  amino	  terminal)	  en	   la	  reconstrucción	  tridimensional	  del	  complejo	  αEBGFP.	  Entre	  ambos	   dominios	   globulares	   de	   TBCB	   se	   sitúa	   un	   dominio	   de	   hélice	   superenrollada	   de	  naturaleza	  flexible	  (Saito	  et	  al.,	  2004).	  Por	  otra	  parte,	  en	  la	  comparación	  de	  los	  complejos	  ternarios	  αEB	  y	  αEBGFP	  se	  aprecia	  claramente	  una	   inclinación	  del	  dominio	  UBL	  de	  TBCB	  hacía	   la	   masa	   central	   en	   el	   caso	   del	   último	   complejo,	   probablemente	   provocado	   por	   la	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presencia	   de	   GFP	   en	   su	   extremo	   amino	   terminal	   y	   permitido	   por	   la	   flexibilidad	   del	  dominio	  de	  hélice	  superenrollada	  del	  cofactor	  para	  mantener	  estable	  la	  conformación	  del	  dominio	   CAP-­‐Gly	   en	   contacto	   con	   TBCE.	   En	   cualquier	   caso,	   la	   organización	   del	   dominio	  TBCB	   en	   el	   complejo	   ternario	  αEB	   deja	   a	   su	   dominio	   UBL	   expuesto	   al	  medio	   de	   forma	  semejante	  a	  como	  se	  encuentra	  en	  TBCE.	  Pese	  a	  que	  la	  implicación	  de	  los	  dominios	  UBL	  no	  parece	   esencial	   en	   la	   disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina,	   su	   presencia	   en	  TBCE	   y	  TBCB	   resulta	   esencial	   para	   la	   correcta	   función	   in	   vivo	   de	   ambas	   proteínas	   (Radcliffe	   y	  Toda,	  2000;	  Lytle	  et	  al.,	  2004).	  	  
	  Los	   dominios	   UBL	   se	   han	   visto	   típicamente	   implicados	   en	   la	   degradación	   de	   proteínas	  sustrato	   a	   través	   de	   la	   interacción	   con	   el	   proteosoma	   (Su	   y	   Lau,	   2009)	   y,	   teniendo	   en	  cuenta	  las	  evidencias	  existentes	  de	  la	  implicación	  de	  los	  cofactores	  de	  unión	  a	  tubulina	  en	  la	   degradación	   de	   tubulina	   α	   y	   β mediada	   por	   el	   sistema	   de	   ubiquitina-­‐proteosoma	  (Bartolini	  et	  al.,	  2005;	  Lundin	  et	  al.,	  2010),	  dichos	  dominios	  podrían	  mediar	  la	  interacción	  del	  complejo	  ternario	  con	  proteosoma	  y,	  con	  ello,	  conducir	  a	  la	  degradación	  de	  tubulina	  α.	  Así	  mismo,	  no	  es	  posible	  descartar	  algún	  otro	  papel	  regulador	  de	  los	  dominios	  UBL	  en	  la	  actividad	  de	  TBCE	  y	  TBCB.	  	  	  	  3.4.	  Disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  
	  La	   interpretación	   de	   los	   volúmenes	   obtenidos	   de	   TBCE	   y	   del	   complejo	   ternario	   αEB	  permite	  sugerir	  un	  posible	  mecanismo	  por	  el	  cual	  TBCE,	  con	  la	  ayuda	  de	  TBCB,	  es	  capaz	  de	  disociar	   el	  heterodímero	  de	   tubulina	  αβ.	   Por	  una	  parte,	   se	  ha	  de	   tener	   en	   cuenta	  que	  el	  nucleótido	  unido	  a	   tubulina	  α	  no	  se	   intercambia	  durante	  el	  proceso	  de	  polimerización	  y	  despolimerización	  del	  microtúbulo	   (Nogales	  et	  al.,	  1998)	  y,	  por	  el	  momento,	   tampoco	  se	  ha	   encontrado	   ninguna	   evidencia	   de	   que	   eso	   ocurra	   durante	   la	   disociación	   del	  heterodímero.	   De	   hecho,	   TBCE	   y	   TBCB	   no	   presentan	   actividad	   GTPásica.	   Así	   pues,	   es	  posible	   que	   el	   proceso	   de	   disociación	   tenga	   lugar	   a	   través	   de	   algún	   proceso	   mecánico	  mediado	  por	  TBCE.	  
	  En	  el	   ciclo	  de	  ensamblaje	  y	  desensamblaje	  de	   los	  microtúbulos,	   y	   según	  el	  modelo	  de	   la	  capa	   de	   GTP,	   los	   heterodímeros	   liberados	   tras	   la	   despolimerización	   del	   microtúbulo	  presentarán	  una	  conformación	  curva,	  con	  una	  mayor	  inclinación	  en	  la	   interfase	  entre	  las	  subunidades	  α	   y	  β	   de	   tubulina	   (Ravelli	  et	  al.,	   2004;	  Nogales	  y	  Wang,	  2006).	   Sobre	  estos	  heterodímeros	  ,	  TBCE	  reconoce	  e	  interacciona	  con	  el	  extremo	  ácido	  carboxilo	  terminal	  de	  tubulina	  α	  a	  través	  del	  surco	  básico	  conservado	  de	  su	  dominio	  CAP-­‐Gly.	  Esta	  interacción,	  tal	   y	   como	   se	   describe	   en	   los	   modelos	   propuestos,	   orienta	   uno	   de	   los	   extremos	   del	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dominio	  LRR	  hacia	  la	  posición	  que	  ocuparía	  tubulina	  β,	  empujando	  a	  esta	  subunidad	  en	  el	  mismo	   sentido	  en	  que	   se	  había	   comenzado	  a	   curvar	   el	  heterodímero	  de	   tubulina	   tras	   la	  hidrólisis	   del	   GTP	   y	   contribuyendo,	   de	   esta	   manera,	   a	   su	   completa	   disociación.	   Este	  empuje	   se	   puede	   inferir	   al	   orientar	   el	   heterodímero	   de	   tubulina	   αβ	   junto	   al	   complejo	  ternario	  αEB	  haciendo	  coincidir	  la	  posición	  de	  tubulina	  α,	  ya	  que	  el	  dominio	  LRR	  de	  TBCE	  invadiría	  parte	  de	  la	  densidad	  de	  tubulina β (Figura	  46).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  
	  
Figura	   46.	   Modelo	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   de	  
tubulina	  por	  parte	  de	  TBCE	  (A-­‐C)	  o	  TBCE	  y	  TBCB	  (A,	  D-­‐G).	  (A)	   TBCE	   y	   esquema	   de	   la	   división	   en	   dominios	   de	   la	  proteína.	   El	   dominio	   CAP-­‐Gly	   podría	   estar	   cambiando	  constantemente	   de	   posición	   (flechas	   negras).	   (B)	   TBCE	  interacciona	  con	  el	  heterodímero	  de	  tubulina	  (tubulina	  α	  en	  amarillo	   y	  β	   en	   naranja)	   cuando	   el	   dominio	   CAP-­‐Gly	   queda	  accesible	   al	   extremo	   carboxilo	   terminal	   de	   tubulina	   α.	   La	  región	   próxima	   al	   extremo	   carboxilo	   terminal	   del	   dominio	  LRR	  podría	  empujar	  a	   tubulina	  β	  y	  conducir	  a	   la	  separación	  completa	   de	   las	   dos	   subunidades.	   (C)	   Pese	   a	   no	   haberse	  aislado	   hasta	   la	   fecha,	   se	   ha	   descrito	   la	   formación	   de	   un	  complejo	  	  	  	  	  binario	  	  	  	  	  entre	  	  	  	  	  TBCE	  	  	  	  y	  	  	  	  tubulina	  	  	  α 	  	  tras	  	  	  	  la	  	  	  disociación	  	  del	  	  heterodímero	  	  de	  	  tubulina.	  	  (D)	  	  Esquema	  de	  la	  división	  en	  dominios	  de	  TBCB.	  (E)	  TBCB	   interacciona	  con	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE,	  pudiendo	  estabilizar	   la	  posición	  en	  que	  este	  dominio	   queda	  más	   accesible	   a	   tubulina	  α.	   (F)	   La	   interacción	   del	   complejo	   TBCE	   y	   TBCB	   con	   el	  heterodímero	   de	   tubulina	   promueve	   la	   disociación	   del	  mismo	   tal	   y	   como	   se	   describe	   en	   (B).	   (G)	  Tras	   la	   separación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   se	   forma	   el	   complejo	   estable	   αEB.	   (H)	   La	  interacción	   de	   este	   complejo	   con	   el	   complejo	   binario	   TBCD:tubulina	  β,	   y	   con	  TBCC,	   conduce	   a	   la	  formación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   nativa	   αβ.	   (I)	   Por	   su	   parte,	   la	   posible	   interacción	   del	  complejo	  αEB	  con	  el	  proteosoma	  conduciría	  a	  la	  degradación	  de	  tubulina	  α.	  	  Por	   otra	   parte,	   en	   los	   experimentos	   in	   vitro,	   no	   puede	   descartarse	   el	   hecho	   de	   que	   los	  heterodímeros	   de	   tubulina	   se	   encuentren	   con	   el	   nucleótido	   GTP	   no	   hidrolizado	   en	  tubulina	   β,	   por	   lo	   que	   no	   podemos	   inferir	   si	   la	   conformación	   recta	   o	   curva	   de	   los	  
A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  C	  
D	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
H	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  I
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heterodímeros	   de	   tubulina	   afecta	   al	   proceso	   de	   disociación	  mediado	   por	   el	   empuje	   del	  dominio	  LRR	  de	  TBCE.	  Esto	  es	  así,	  porque	  si	  bien	  durante	  el	  proceso	  de	  purificación	  de	  la	  tubulina	   empleada	   en	   estos	   experimentos	   incluye	   un	   último	   paso	   de	   despolimerización	  (Zabala	  y	  Cowan,	  1992)	  que	  asegura	  la	  hidrólisis	  del	  nucleótido	  unido	  a	  tubulina	  β,	  el	  uso	  de	   GTP	   y	   Mg2+	   durante	   los	   ensayos	   de	   disociación	   del	   heterodímero	   y	   formación	   del	  complejo	   ternario,	   podría	  haber	   conducido	   al	   intercambio	   espontáneo	  del	   nucleótido	   en	  tubulina	  β,	  recuperándose	  la	  conformación	  recta	  en	  el	  heterodímero.	  
	  En	   relación	   con	   este	   modelo	   es	   interesante	   analizar	   el	   papel	   de	   la	   colchicina	   en	   la	  estabilización	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  (Detrich	  et	  al.,	  1982;	  Andreu	  et	  al.,	  1998).	  La	  colchicina	  es	  un	  alcaloide	  empleado	  típicamente	  como	  droga	  antimitótica	  que	  interacciona	  con	  el	  dominio	  intermedio	  de	  tubulina	  β	  a	  través	  de	  las	  láminas	  L8	  y	  L9,	  del	  lazo	  T7	  y	  de	  las	  hélices	  H7	  y	  H8;	  y	  con	  el	  lazo	  T5	  de	  la	  subunidad	  α	  del	  heterodímero	  próximo	  al	  sitio	  de	  unión	  del	  nucleótido,	  estabilizando	  el	  heterodímero	  de	   tubulina	   (Ravelli	   et	  al.,	  2004).	  De	   hecho,	   la	   disociación	   específicamente	   mediada	   por	   TBCE	   queda	   bloqueada	   en	   los	  heterodímeros	  acomplejados	  con	  colchicina	  (Carranza,	  2010).	  En	  el	  modelo	  propuesto,	  la	  posición	   de	   la	   colchicina	   quedaría	   confinada	   a	   la	   zona	   de	   la	   interfase	   interna	   del	  heterodímero	   que	   el	   movimiento	   de	   empuje	   de	   TBCE	   definiría	   como	   zona	   de	   bisagra,	  impidiendo	  la	  separación	  de	  las	  dos	  tubulinas.	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Conclusiones	  	  1. Se	  ha	  llevado	  a	  cabo	  la	  caracterización	  estructural,	  mediante	  microscopía	  electrónica	  y	   procesamiento	   digital	   de	   imagen,	   de	   TBCE	   y	   del	   complejo	   ternario	   αEB.	   La	  interpretación	  de	  las	  reconstrucciones	  tridimensionales	  ha	  permitido	  identificar	  en	  el	  complejo	  ternario	  αEB	  la	  posición	  relativa	  de	  cada	  uno	  de	  los	  cofactores.	  	  2. Se	   ha	   demostrado	   que	   la	   unidad	   mínima	   estructural	   de	   TBCE	   en	   la	   actividad	   de	  disociación	   del	   heterodímero	   de	   tubulina	   no	   puede	   asignarse	   a	   ninguno	   de	   los	  dominios	  aislados	  CAP-­‐Gly	  ni	  UBL,	  sino	  que	  tiene	  que	  se	  necesaria	  la	  presencia	  de,	  al	  menos,	   el	   dominio	   LRR	   para	   llevar	   a	   cabo	   la	   disociación	   del	   heterodímero.	   Por	   su	  parte,	   el	   dominio	   CAP-­‐Gly	   aislado	   de	   TBCB	   sí	   es	   capaz	   de	   estimular	   por	   si	   sólo	   la	  actividad	  de	  TBCE	  en	  la	  reacción	  de	  disociación.	  	  3. El	  ajuste	  molecular	  de	   las	  estructuras	  atómicas	  de	   los	  dominios	   funcionales	  de	  cada	  una	  de	  las	  subunidades	  ha	  permitido	  asignar	  un	  papel	  central	  al	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCE	  en	  la	  formación	  y	  estabilidad	  del	  complejo,	  ya	  que	  establece	  interacciones	  tanto	  con	  tubulina	  α	  como	  con	  el	  dominio	  CAP-­‐Gly	  de	  TBCB.	  	  	  4. Se	  ha	  propuesto	  un	  modelo	  que	  explica	  la	  actividad	  de	  disociación	  del	  heterodímero	  de	  tubulina	  para	  los	  cofactores	  de	  unión	  a	  tubulina	  TBCB	  y	  TBCE,	  a	  través	  del	  empuje	  mediado	  por	  el	  dominio	  LRR	  de	  TBCE	  de	   la	   subunidad	  β	  del	  heterodímero	  hasta	   su	  separación	  completa	  de	  la	  tubulina	  α.	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